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1 Einleitung

Parodontitis gilt als Risikofaktor fir verschiedene Allgemeinerkrankungen (Slavkin
und Baum 2000). Besonders trifft dies fir multifaktoriell bedingte Krankheiten zu wie
Atherosklerose, Apoplex, chronisch rezidivierende Bronchitis, Endokarditis, Diabe-
tes mellitus und Pneumonie (Nishimura et al. 2007; Mealey 1999; Seymour et al.
2007; Southerland et al. 2006). Auch koronare Herzerkrankung und selbst Kompli-
kationen in der Schwangerschaft werden mit Parodontitis assoziiert (Manau et al.
2008; Scannapieco 1998).

Parodontopathogene Bakterien nutzen die ausgepragte GeféalRversorgung des
Zahnhalteapparates als Eintrittspforte in den Organismus und verteilen sich tGber die
Blutbahn im Organismus (Bakteriamie). Erste wissenschaftliche Nachweise fur Bak-
teriamien, die von der Mundhdhle ausgingen, wurden ab Mitte der 30er Jahre er-
bracht. Dabei konnte bei zahnarztlichen Behandlungen (Okell und Elliott 1935) und
selbst schon beim Zahneputzen (Cobe 1954; Rise et al. 1969; Sconyers et al. 1973;
Madsen 1974) eine Bakterienverschleppung aufgezeigt werden. In der Folgezeit
wurde das Augenmerk verstarkt auf die Parodontitis gelegt. So belegen Studien,
dass der Schweregrad der Zahnfleischentziindung die Hohe der Bakterienlast im
Blut beeinflusst (Silver et al. 1977) und eine Erh6hung von Entziindungsmediatoren
wie Leukozyten, CRP, IL1 und IL6 zur Folge hat (D’Aiuto et al. 2005; Loos 2005;
Tonetti et al. 2007).

Wichtiger Faktor fur die schadigende Wirkung parodontopathogener Bakterien sind
deren Virulenzfaktoren (Endotoxine, Exotoxine, Leukotoxine). Insbesondere gram-
negative Bakterien wie Porphyromonas gingivalis (Pg) besitzen Endotoxine, welche
in der Lage sind, das Parodont anzugreifen und zu zerstéren (Dahlén 1992; Schen-
kein 1999). Wie Kebschull et al. (2010) in einem Review beschreiben, scheint diese
destruktive Wirkung analog auch an HerzkranzgefaBen mdglich. Dabei steht das
Endotoxin Lipopolysaccharid (LPS) im Verdacht, eine Kaskade von Reaktionen
auszulésen: Der Kontakt dieses Lipoproteins mit dem CD214- und Toll-like-
Rezeptoren auf Monozyten oder Makrophagen filhrt zu einer raschen Ausschittung
von Tumor-Nekrose-Faktor-(TNF)a, Interleukin-(IL)1, Interferon-y, IL-6 und IL-8.
Dies wiederum kann atherosklerotische Veranderungen hervorrufen (Kebschull et
al. 2010).

In Klinischen Studien korrelierte die Intima-Media-Dicke, die der Erfassung von
atherosklerotischen GefaRveranderungen dient, signifikant mit dem Schweregrad
der Parodontitis und dem Vorliegen parodontalpathogener Bakterien (Beck et al.
2001; Desvarieux et al. 2005). Gleiches gilt fur die endotheliale Dysfunktion (Amar

et al. 2003). Zudem konnte die DNA von parodontalpathogenen Bakterien in athero-
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sklerotischen Plagques labortechnisch nachgewiesen und in Bezug zur Klinischen
parodontalen Situation gesetzt werden (Haraszthy et al. 2000; Aimetti et al. 2007);
auch an Herzklappen waren mikrobiologische Befunde mit parodontalpathogenen
Bakterien festzustellen (Nakano et al. 2009). In-vitro-Studien belegen, dass neben
verschiedenen pathogenen Mechanismen ein prothrombotischer Effekt von paro-
dontopathogenen Bakterien (Pg) mdglich ist (Roth et al. 2009). Studien von Lee et
al. (2005, 2006) zeigen, dass speziell Pg fur die Hypertrophie des Myocards ver-
antwortlich gemacht werden kann. Als Ursachen werden Virulenzfaktoren oder me-
tabolische Nebenprodukte vermutet (Lee et al. 2005; Lee 2006a; Lee 2006b; Wu et
al. 2008)

Diese und weitere Untersuchungen untermauern Vermutungen Uber eine Assoziati-
on von Parodontitis und Endokarditis sowie koronarer Herzerkrankung (KHK)
(DeStefano et al. 1993; Joshipura et al. 1996; Arbes et al. 1999; Pussinen et al.
2003; Tang et al. 2011).

Allerdings fehlt es an ausreichenden klinischen Untersuchungen, die direkte kausale
Zusammenhénge aufzeigen. So ware die Analyse von pathologisch verandertem
Myokard im Hinblick auf parodontopathogene Bakterien sowie spezifische Entzin-
dungsparameter (LPS, CD14) sinnvoll. Dieser Nachweis ist jedoch bisher im Rah-
men einer klinischen Studie nicht erbracht worden. Entsprechend fehlt es an einem
Studienmodell sowohl mit geeigneten klinischen, mikrobiologischen, proteinbioche-
mischen als auch immunhistochemischen Parametern zur Klarung méglicher (Kau-
sal-) Zusammenhange dieser beiden Erkrankungen.

Ziel dieser Pilotstudie war deshalb die Verifizierung eines Studienmodells sowohl
mit Klinischen, mikrobiologischen, proteinbiochemischen als auch immunhistoche-
mischen Parametern zur Klarung moglicher klinischer Zusammenhangen zwischen

Parodontitis und Herzinsuffizienz.



2 Literaturtibersicht

2.1 Parodontitis

2.1.1 Definition und Klassifikation

Die Parodontitis ist eine entzindungsbedingte Erkrankung des Zahnhalteapparates.
Das Ausmalfld und die Progression der Erkrankung hangen vom mikrobiellen Milieu
und von der individuellen Wirtsantwort des Organismus ab (Kinane et al. 2005).

Der Verlauf der Krankheit ist jedoch nicht immer gleich. So unterscheidet man heute
acht verschiedene Formen von Parodontalerkrankungen. Die Klassifikation wurde
von der American Acadamy of Periodontology 1999 verdéffentlicht und 2002 in
Deutschland von der Deutschen Gesellschaft fur Parodontologie (DGP) eingefiihrt
(Armitage 1999; DGP 2002):

l. Gingivale Erkrankungen
Il. Chronische Parodontitis
Il Aggressive Parodontitis

V. Parodontitis als Manifestation einer Systemerkrankung

V. Nekrotisierende Parodontalerkrankungen

VI. Abszesse des Parodonts

VII. Parodontitis im Zusammenhang mit endodontalen Lasionen

VIIl.  Entwicklungsbedingte oder erworbene Deformationen und Zustande

Gingivale Erkrankungen sind gekennzeichnet durch Rétung und Schwellung der
Gingiva sowie eine erhohte Blutungsneigung (DGParo 2013).

Geht die Entziindung tiefer und erreicht unter Beteiligung von Attachment- und Kno-
chenverlust den Zahnhalteapparat, so spricht man von einer Parodontitis. Die am
haufigsten vorkommende Form ist die chronische Parodontitis. Dieses Krankheits-
bild tritt hauptsachlich bei Erwachsenen auf und steht in Zusammenhang mit lokalen
Faktoren wie subgingivalen Konkrementen, Uberstehenden Fillungsrandern oder
nicht optimaler Mundhygiene. Der weitere Krankheitsverlauf ist entscheidend de-
terminiert durch die Virulenz der eindringenden Bakterien und die Wirtsantwort.
Kennzeichen der chronischen Parodontitis ist ein langsam fortschreitender Verlauf
mit vereinzelten Krankheitsschiiben (Kinane et al. 2005; Newman et al. 2006;
DGParo 2013).



Eine Subklassifizierung der Erkrankung erfolgt in Abhangigkeit vom Ausmald des
Befalls (Lindhe et al. 1999):

o |okalisierte chronische Parodontitis = weniger als 30% der gemessenen
Flachen betroffen
e generalisierte chronische Parodontitis - mehr als 30% der gemessenen

Flachen betroffen

Eine weitere Einteilung erfolgt nach Schweregrad (Burgemeister und Schlagenhauf
2003):

e milde Parodontitis 1 - 2 mm klinischer Attachmentverlust
e moderate Parodontitis 3 - 4 mm klinischer Attachmentverlust
e schwere Parodontitis > 5 mm klinischer Attachmentverlust

Die aggressive Parodontitis stellt eine Sonderform der Parodontitis dar. Im Gegen-
satz zur chronischen Parodontitis sind die von der aggressiven Form der Parodonti-
tis betroffenen Patienten in der Regel klinisch gesund. Auch Konkremente oder an-
dere lokale Faktoren sind meist nicht zu finden. Allerdings kann man eine deutliche
familiare Haufung der Erkrankung feststellen. Meist steht die Menge der mikrobiel-
len Besiedlung in keinem Verhaltnis zur Schwere der parodontalen Gewebszersto-
rung. Als Leitkeim gilt der Aggregatibacter actinomycetemcomitans. Im Gegensatz
zur chronischen kommt die aggressive Form meist bei jingeren Patienten vor. Sie
verlauft im pubertaren Alter Ublicherweise lokalisiert, spater oft generalisiert (Brun-
ner et al. 2002; Newman et al. 2006; Lindhe et al. 2008; DGParo 2013).

Es gibt Hinweise darauf, dass die systemische Entziindung bei der aggressiven
Parodontitis starker ausgepragt ist als bei der chronischen Parodontitis (Wobhlfeil et
al. 2012). Dies wird auf Uberempfindlich reagierende Makrophagen zurtickgefihrt,
welche Prostaglandin E2 (PGE2) und Interleukin 1B (IL-1B) in erh6hten Mengen
produzieren (Lang et al. 1999).

2.1.2 Epidemiologie

Die Vierte Deutsche Gesundheitsstudie von 2006 zeigte, dass 52,7% der Erwach-
senen (35-44 Jahre) in Deutschland unter einer mittelschweren und 20,5% unter

einer schweren Form der Parodontitis leiden. Des weiteren sind 48,0% der Senioren



(65-74 Jahre) von einer mittelschweren und 39,8% von einer schweren Parodonta-
lerkrankung betroffen.

Risikofaktoren sind insbesondere das Rauchen und ein niedriger Bildungsstand.
Aus der Kombination beider Faktoren ergibt sich ein um den Faktor 3,3 erhdhtes
Risiko, an einer Parodontitis zu erkranken. Schwere Formen einer Parodontaler-

krankung zeigten sich vermehrt bei Mannern (Micheelis und Schiffner 2006).

2.1.3 Atiologie

Die Entwicklung der Parodontitis beginnt mit der Bildung eines spezifischen bakteri-
ellen Biofilms. Dies ist ein weicher, strukturierter, zéher Belag, der mit Wasserspray
nicht entfernbar ist. Er setzt sich aus Bakterien zusammen, die in einer organischen
Matrix aus Speichelglykoproteinen und extrazellularen Bakterienprodukten einge-
bunden sind (Plagmann 1998).

Wie Abb. 1 zeigt, ist die Parodontitis eine multifaktorielle Erkrankung. Entscheidend
fur Ausbruch und Verlauf sind jedoch die genetisch determinierte Immunabwehr des
Wirts sowie aul3ere Faktoren wie Rauchen, schlechte Mundhygiene, Alkohol oder
Stress (Abb.1). Die Parodontitis verursacht irreversible Schaden, was mit spezifi-
schen Bakterien assoziiert werden kann. Im Gegensatz dazu verursacht die Misch-
flora der supragingivalen Plaque eine reversible Entziindungsreaktion (Socransky et
al. 1998; Haffajee und Socransky 2005; Rateitschak et al. 2012).



Genetik

-Immundefekte
-Syndrome

Systemische
Erkrankungen

Viren
-Immunomodulation

Gewohnheiten
-allgemeiner Umgang
mit Gesundheit
-Rauchen
-Alkohol
-Erndhrung
-Medikamente

Negativer
Stress

Psyche

-Immunomodulation

Abbildung 1 Atiologie der Parodontitis (nach Rateitschak et al. 2012, Seite 22, Abb. 41)
2.1.4 Pathogenese der Parodontitis

2.1.4.1 Bakterien und Biofilm

Die Anzahl der in der Mundhothle bekannten Bakterienspezies hat sich in den letz-
ten Jahren drastisch erhdht. Ging man vor zehn Jahren noch von ca. 500 verschie-
denen Bakterienspezies aus (Paster et al. 2000), zeigen neuere gentechnische Me-
thoden, dass man mit mindestens 19.000 rechnen muss (Keijser et al. 2008).

Die Bakterien bilden einen Biofilm, der aus vielen Mikrokolonien besteht, die sich
wiederum aus unterschiedlichen Bakterienspezies zusammensetzen. Diese kom-
munizieren untereinander Uber flussigkeitsgefillte Kanalchen. Néhrstoffe und Stoff-
wechselprodukte werden so ausgetauscht; es kommt zu einem Aufbau von Nah-
rungsketten. Dartber hinaus werden Signalstoffe ausgesendet (Signaltransduktion),
die bei Erreichen eines Schwellenwertes zu Funktionsveranderungen bei den Mik-
roorganismen filhren kénnen. Diese Interaktion der verschiedenen Organismen un-
tereinander wird auch quorum sensing genannt. Sie ist von entscheidender Bedeu-
tung fur die Pathogenitat des Biofilms (Miller und Bassler 2001) und der Grund fur
die gute Anpassungsfahigkeit, was ihn resistent gegen nahezu alle Einflisse von
aufRen (Desinfizienzien, Antibiotika) macht.
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Ublicherweise folgt eine bakterielle Infektion den Kriterien, die in den Kochschen
Postulaten zu finden sind. Dies gilt jedoch nicht fir die Parodontitis. Socransky und
Haffajee (1992) haben stattdessen folgende Modifikation vorgenommen.

Ein parodontopathogener Erreger
1. lasst sich in hoher Anzahl in oder um parodontale Lasionen nachweisen,
2. st in niedriger Anzahl auch bei parodontal Gesunden oder Personen mit an-
deren Formen parodontaler Erkrankungen nachweisbar,
induziert eine starke humorale Immunreaktion bei parodontal Erkrankten,
exprimiert Virulenzfaktoren, die mit der klinischen Histopathologie vereinbar
sind,

5. besitzt im Tiermodell vergleichbare pathogene Fahigkeiten.

Obwohl die Bedeutung fir die Mundgesundheit bei den allermeisten Spezies noch
unbekannt ist, lassen sich nach heutigem Kenntnisstand einige hochpathogene
Bakterien in Zusammenhang mit der Parodontitis bringen. Die am besten dokumen-
tierten Bakterien sind gleichzeitig auch diejenigen, die nach heutigem Kenntnisstand
mit einer aktiven und schweren Form der Parodontitis in Verbindung gebracht wer-
den (Tabia et al. 1981). Zudem weisen gerade diese meist gram-negativen Bakte-
rien eine Vielzahl von Virulenzfaktoren auf (Ximénez-Fyvie et al. 2000). Als Ursache
fur die Parodontitis werden vor allem folgende vier Bakterien genannt, die auch als

roter Komplex bezeichnet werden (Guthmiller und Novak 2002):

e Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa)
e Porphyromonas gingivalis (Pg)
e Tannerella forsythia (Tf)

e Treponema denticola (Td)

Die zugehorigen Virulenzfaktoren umfassen (Newman 2006; Rateitschak et al.
2012):

e Toxine: u.a. Lipopolisaccharide (LPS) von Pg und Aa (Ximénez-Fyvie et al.
2000)

e Fahigkeit zur Invasion: Pg und Aa schiitzen sich vor unspezifischer Immun-
antwort durch Eindringen in Wirtszellen

e Enzyme — Proteasen: zell- und matrixauflésende Enzyme sowie ,Gingi-

pains®, welche die Immunitat des Wirts hemmen
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Die Pathogenitat hangt stark von dem vorherrschenden Milieu ab. So konnte man
bestimmte Erstbesiedler (Actinomyces naeslundii/viscosus, Streptococcus sp. u.a.)
identifizieren, die das Milieu der Tasche unter anderem durch die Bildung eines Bio-
films und die Reduzierung des Sauerstoffgehalts vorbereiten. Pg ist strikt anaerob,
und so ist die weitere Entwicklung einer Tasche von dem in ihr vorherrschenden
aneaeroben Milieu abhangig. Diese vorbereitenden Bakterien treten meist in einer
bestimmten Reihenfolge und in Komplexen (Abb. 2) von mehreren Bakterien auf.
Der Nachweis einer dieser wenig virulenten Bakterienspezies kann also ein Hinweis

auf eine sich entwickelnde Parodontitis sein (Rateitschak et al. 2012).

S. mitis
S. oralis
S. sanguis

Streptococcus sp.
S. gordonii
S. intermedius

Abbildung 2 Entwickung von Komplexen (nach Rateitschak et al. 2012, Seite 37, Abb. 77)

Betrachtet man das klinische Bild einer Parodontitis, zeigt sich das typische Bild
einer Entziindung mit rubor, tumor, calor und selten auch dolor. Es ist Ausdruck
einer Auseinandersetzung zwischen den bakteriellen Toxinen und dem korpereige-
nen Immunsystem, das versucht die bakterielle Invasion zu stoppen. Das Ausmal}
und die Progression sind von verhaltensbedingten und genetischen Faktoren ab-
hangig (Abb.3) (Rateitschak et al. 2012; Page und Kornman 1997).
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nichtgenetische Faktoren

Antikoérper )
Pladue PMNs Zytokine
el Metabolismus Klinische
entztndliche . ;
pathogene Wirts- Prostanoide 5 Krankheits-

Mikro-
organismen

— antwort . symptome

Antigene

Virulenz-
faktoren

genetische Faktoren

Abbildung 3 Pathogenese der menschlichen Parodontitis. (nach Page und Kornman 1997,
Seite 10, Abb. 1)
(PMN: Polymorphkernige, MMPs: Matrixmetalloproteinasen)

2.1.4.2 Lipopolysaccharide (LPS)

LPS sind hochmolekulare, thermostabile Biomolekile, die sowohl pyrogen als auch
immunogen wirken (Oethringer 1997). Diese bakteriellen Endotoxine befinden sich
in der auReren Membran der Zellwand gramnegativer Bakterien. An dieser Stelle
bilden sie eine fur Antibiotika schwer passierbare Barriere. Das LPS wird unter be-
stimmten Bedingungen aus der Membran freigesetzt und kann dann seine fur den
Wirt toxische Wirkung entfalten. Freie LPS-Molekile entstehen durch Vesikelbil-
dung, Zellteilung (Vermehrung) und nach dem Tod des Bakteriums in Folge der
Auflésung der Zellwand (Rateitschak et al. 2012).

Freies LPS koppelt an das Lipopoloysaccharid-Binding-Protein (LBP) und aktiviert
bei Makrophagen Uber den LPS-Rezeptor CD14 die Produktion von Zytokinen,
Sauerstoffradikalen und bioaktiven Lipiden (Ximénez-Fyvie et al. 2000). Die Menge
der produzierten Zytokine unterscheidet sich bei den verschiedenen Bakterien. So
ist sie bei LPS von Pg hoher als bei allen anderen parodontopathogenen Bakterien.
Wahrend die Aktivierung der Makrophagen in niedrigen Konzentrationen einen posi-
tiven Effekt auf das Immunsystem hat (es wird ,trainiert*), kann es bei erhéhter Kon-
zentration zu einer UberschieBenden Immunreaktion kommen (Rateitschak et al.
2012).
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2.1.4.3 Immunabwehr

Das Immunsystem soll ein Eindringen bzw. eine Schadigung des Kérpers durch
korperfremde Keime verhindern. Die erste Barriere stellen Epithelien auf der Kor-
peroberflache dar. Neben ihrer Funktion als physische Barriere sondern sie auch
abwehraktive Sekrete ab. Uberwindet ein Keim diesen ersten Abwehrmechanismus,
kommt es zu einer Entziindungsreaktion mit dem Ziel, die eingedrungenen Stoffe zu
zerstoren und auszuscheiden (Silbernagl und Despopoulos 2003).

Die zweite Barriere ist die angeborene unspezifische Immunabwehr. Sie reagiert
sofort mit der Ausschittung von chemotaktischen Stoffen, die neutrophile Gra-
nulozyten und Makrophagen zur Phagozytose der eindringenden Substanzen ver-
anlassen. Diese kbénnen uber Mannose- und scavenger-Rezeptoren erkannt wer-
den. Neben dieser zellularen Komponente erkennen Monozyten und Makrophagen
sogenannte Toll-like-Rezeptoren (TLR) auf der Oberflache der Keime. Beim Men-
schen sind ca. 10 TLR bekannt, die auf Kontakt zu unterschiedliche Strukturen auf
der Oberflache von Mikroorganismen (z.B. LPS) reagieren. Dies fuhrt zu einer hu-
moralen Freisetzung proinflammatorischer Zytokine, wie Interleukinen (IL-1, IL-6, IL-
12, IL-18) und Tumornekrosefaktor-a (TNF-a). IL-1, IL-6 und TNF-a wirken pyrogen;
IL-6 aktiviert dartber hinaus auch die Freisetzung von C-Reaktives Protein (CRP) in
der Leber (Loffler 2007). Ein weiterer wichtiger Teil der humoralen Reaktion ist das
Komplementsystem. Es opsoniert fremde Mikroorganismen und prasentiert diese
den phagozytierenden Zellen. Gleichzeitig aktiviert und beeinflusst das Komple-
mentsystem die Leukotaxis von Leukozyten und reguliert durch Mediatoren (Frei-
setzung aus Mastzellen und Granulozyten) die Vasodilatation der Blutgefal3e (Sil-
bernagl und Despopoulos 2003).

Das vom Parodont abgesonderte Sekret (sulcus fluid) enthélt ebenfalls Teile dieser
zweiten Barriere. Neutrophile Granulozyten treten im Sulkus aus und unterhalten bei
guter Mundhygiene eine ,physiologische Entziindung“. Bei einem etablierten Biofilm
ist die Phagozytose jedoch nicht mehr moglich (Rateitschak et al. 2012).

Die unspezifische Immunitat hat keine Ged&chtnisfunktion. Jedoch kommen die
phagozytierten Keime in Kontakt mit Teilen der dritten Abwehrbarriere. Diese spezi-
fische Immunabwehr erkennt bestimmte Oberflachenmerkmale (Antigene) des ein-
gedrungenen Keims und produziert antigenspezifische T- und B-Lymphozyten (=T-
und B-Zellen). Makrophagen prasentieren den zytotoxischen T-Zellen und den T-
Helferzellen das Antigen. Zytotoxische T-Zellen sezernieren daraufhin Zytoxine
(TNFR). T-Helferzellen férdern die Differenzierung der B-Zellen und weiterer Ab-
wehrzellen (Eosinophile und Makrophagen). B-Zellen differenzieren sich dabei zu

Plasmazellen, die antigenspezifische Antikdrper (Immunglobuline) produzieren. Es
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gibt funf verschiedene Klassen von Immunglobulinen: IgA, IgD, IgE, IgG, IgM. Sie
wirken opsonierend, toxinneutralisierend und aktivieren das Komplementsystem.
Die Bildung der Antikdrper dauert beim Erstkontakt mehrere Tage, allerdings verfligt
das spezifische Immunsystem lber eine Art Gedachtnis. Bei einem erneuten Angriff
bekannter Bakterien erfolgt dann eine schnellere Immunreaktion (Silbernagl und
Despopoulos 2003).

Im Falle der Parodontitis weil3 man, dass es durch Funktionsstérungen neutrophiler
Granulozyten, Polymorphismen im IL-1 oder Mutationen in den Genloci fur IgG2 zu
einer erheblichen Steigerung dieser selbstzerstérenden Wirkung kommen kann. Der
Schweregrad der Destruktion kann dabei durch AuR3eneinwirkungen (sog. Risikofak-
toren), wie Rauchen, Stress, Erndhrungsgewohnheiten, Diabetes mellitus, HIV, Blu-
tungserkrankungen und Osteoporose noch gesteigert werden. Mutationen einzelner
Basenpaare sind beispielsweise bei IL-1 recht haufig zu finden. Durch Kontakt von
Monozyten mit LPS wird bei dem veranderten IL-1 Genotyp die vierfache Menge IL-
1 ausgeschiittet. Die Verbrennungsprodukte beim Rauchen verstarken die Reaktion
der Makrophagen. Zudem fuhrt Nikotin als Sympathomimetikum zu einem reduzier-
ten Stoffwechsel im parodontalen Gewebe. Entscheidend ist weiterhin der erniedrig-
te 1IgG2-Spiegel beim Raucher. 1IgG2 bindet an polysaccharidartige Antigene, womit
es zu einer reduzierten Abwehrleistung gegentber gramnegativen Bakterien kommt
(Aac, Pg) (Rateitschak et al. 2012; Kornman et al. 1997).

2.2 Herzinsuffizienz

2.2.1 Definition und Klassifikation

Bei der Herzinsuffizienz ist das Herz nicht mehr in der Lage, den Organismus aus-
reichend mit Blut und dadurch mit genigend Sauerstoff zu versorgen, um den
Stoffwechsel unter Ruhe- wie unter Belastungsbedingungen zu gewahrleisten (ICD -
10 150).

Die Herzinsuffizienz fuhrt - in Ruhe oder auch erst bei Belastung - zu typischen
Symptomen wie Dyspnoe, Mudigkeit oder Flussigkeitsretention. Wenn die Sympto-
matik nur bei Belastung auftritt, spricht man von einer kompensierten Herzinsuffizi-
enz. Bei einer dekompensierten Herzinsuffizienz dagegen bestehen die Symptome
schon in Ruhe (Rickenbacher 2001; Classen et al. 2004; Swedberg et al. 2005).
Des weiteren kann in Abhangigkeit von dem betroffenen Ventrikel eine Rechtsherz-
von einer Linksherzinsuffizienz unterschieden werden. Der dinnwandige rechte
Ventrikel ist sehr viel dehnbarer und insgesamt deutlich empfindlicher auf Anderun-

gen der Vor-/Nachlast, als es beim linken Ventrikel der Fall ist. Eine isolierte
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Rechtsherzinsuffizienz wird selten beobachtet, z.B. bei pulmonaler Hypertonie.
Meistens tritt die Rechtsherzinsuffizienz konsekutiv bei der Linksherzinsuffizienz
hinzu. Man spricht dann von einer Globalinsuffizienz. Die im Folgenden gemachten
Angaben zur Herzinsuffizienz und deren Adaptionsmechanismen beziehen sich im
Wesentlichen auf den linken Ventrikel (Classen et al. 2004).

Die Funktionsstorung des Herzens kann entweder die Systole oder die Diastole
betreffen, und so unterscheidet man die systolische von der diastolischen Herzinsuf-
fizienz. Die erstere ist gekennzeichnet durch eine Kontraktilitatsstérung des Ventri-
kels (Lederhuber und Lange 2010) mit Abfall der Auswurffraktion. Die Kontraktilitat
des Herzmuskels ist schwierig zu definieren oder gar zu messen. So bleibt nur tb-
rig, die Kontraktiliat an Hand von volumetrischen Variablen abzuschatzen, wie der
Auswurffraktion (EF-Fraktion). Diese wird echokardiographisch beschrieben als An-
teil der ausgeworfenen Blutmenge in Prozent des enddiastolischen Volumens
(Classen et al. 2004).

Der diastolischen Herzinsuffizienz liegt eine Fullungsstoérung des (linken) Ventrikels
zugrunde. Diese kann entweder durch eine geringere Dehnbarkeit (Compliance)
des Muskels oder durch eine Einengung des Herzens z.B. durch das Perikard ver-
ursacht werden. Eine Compliance-Stérung des Myokards kann entweder durch eine
eigenstandige Myokarderkrankung entstehen, wie es bei restriktiven Kardiomyopa-
thien (z.B. Endomyokardfibrose) der Fall ist oder sekundar durch die Adaptionsme-
chanismen bei der chronischen Herzinsuffizienz (sog. Remodeling) (Classen et al.
2004).

In Abhangigkeit von der funktionellen klinischen Auspragung wird die Herzinsuffizi-
enz entsprechend der von der New York Heart Association vorgenommenen Klas-
sifikation in 4 verschiedene Schweregrade eingeteilt (The Criteria Committee of the
New York Heart Association 1994):

korperliche Leistungsfahigkeit nicht eingeschrankt, aber pathologische
haemodynamische Indizes bei Belastung (z.B. erhéhter Fillungsdruck),

Il. korperliche Leistungsfahigkeit leicht eingeschréankt; Beschwerden bei all-
taglicher korperlicher Belastung,

Il. korperliche Leistungsféahigkeit stark eingeschrankt; Beschwerden bereits
bei geringer korperlicher Belastung; keine Beschwerden in Ruhe,

V. Beschwerden bei allen kérperlichen Aktivitdten und in Ruhe; Bettlagerig-
keit.
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2.2.2 Epidemiologie

Die in erster Linie altersabhangige Pravalenz der Herzinsuffizienz hat in den letzten
20 Jahren drastisch zugenommen (Classen et al. 2004). Dieser Zuwachs wird auf
den steigenden Anteil alterer Menschen in der Bevolkerung sowie auf die verbes-
serten therapeutischen Mdéglichkeiten von akuten Herzerkrankungen zurtickgefihrt.
In Deutschland liegt die Pravalenz in der Altersgruppe zwischen 45-55 Jahren unter
1% der Bevolkerung; in der Altersgruppe von 65-75 Jahre betragt sie etwa 4% und
bei den Uber 80-Jéhrigen erreicht sie fast 10%. Die Herzinsuffizienz ist derzeit die
haufigste Klinikdiagnose bei Patienten tber 75 Jahre (Classen et al. 2004). In der
Todesursachenstatistik nimmt die Herzinsuffizienz in Deutschland bei den Frauen
den zweiten und bei den Mannern den vierten Platz ein (Statistisches Bundesamt
2011).

2.2.3 Pathophysiologie

Meistens liegt eine koronare Herzkrankheit bei (systolischen) Kontraktilitatsstérun-
gen vor (54-70%). Haufig (in 35-42% der Falle) ist diese mit einer arteriellen Hyper-
tonie kombiniert (Hoppe et al. 2005). Durch die Ischidmie des Herzmuskels kommt
es zum Verlust von funktionsfahigem Herzmuskelgewebe (McMuray und Stewart
2000). Die systolische Herzinsuffizienz mit einer EF < 40% Uberwiegt mit etwa 60%
der Falle im Vergleich zur diastolischen Herzinsuffizienz (40%) (Hoppe und Erd-
mann 2004; Senni und Redfield 2001).

Neben den genannten Ursachen fir die Herzinsuffizienz gibt es noch ein weites
Feld an Ursachen, die teils im Herzen selbst begriindet sind (Vitien, Herzrhythmus-
stérungen, primare Herzmuskelerkrankungen u.a.m.), teils auch extrakardial bedingt
sein konnen (Hyper- u. Hypothyreose, Anaemien, immunologische Erkrankungen
u.a.m.) (Classen et al. 2004).

Unabhangig von der Ursache der Herzinsuffizienz ist der Organismus in der Lage,
funktionale, neurohumorale und morphologische Adapationsmechanismen in Gang
zu setzen, die der Minderversorgung des Kdrpers mit Sauerstoff entgegen wirken
(Classen et al. 2004).

Die vom gesunden Herzen her bekannten funkionalen Adapationsmechanismen wie
der Frank-Starling-Mechanismus (Steigerung der Kontraktilitdt durch erhéhte Vor-
last), das Treppenph&nomen (Steigerung der Kontraktilitdt durch erhdhte Herzfre-
quenz) und die Tachykardie (Steigerung der Herzminutenvolumens) sind bei der
Herzinsuffizenz weniger wirksam (Classen et al. 2004; Weil und Schunkert 2006).
Der neurohumorale Adaptionsmechanismus bewirkt bei Absinken der kardialen

Pumpfunktion eine verbesserte Kontraktilitit des Myokards. Dies wird Uber eine
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Aktivierung des sympathischen Nervensystems mit seiner positiv inotropen (kon-
traktilitatssteigernd), chronotropen (frequenzsteigernd) und lusitropen (relaxations-
steigernd) Wirkung der Katecholamine hervorgerufen (Classen et al. 2004). Dieser
Effekt verliert bei der chronischen Herzinsuffizienz allerdings an Wirkung, weil infol-
ge der stdndigen adrenergen Stimulation die f1-Adrenorezeptoren-Dichte abnimmt
(Weil und Schunkert 2006). Die Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-
Systems fuhrt durch Flissigkeitsretention zur Steigerung der Vorlast und durch die
Vasokonstriktion in der Peripherie zu einer Steigerung der Nachlast. Weiterhin wer-
den verstarkt Vasopressin (synonym: antidiuretisches Hormon, ADH) und Endothe-
lin ausgeschiittet, welche beide die Flussigkeitsretention und damit Nachlasterho-
hung noch verstarken (Classen et al. 2004).

Gleichzeitig werden auch gegenregulatorische Systeme aktiviert, deren Volumen
eliminierende und vasodilatatorische Effekte nur von geringer Bedeutung sind. Im
Einzelnen handelt es sich hierbei um die Prostaglandine, Bradykinin, Dopamin,
Stickstoffmonoxid und um die direkt aus dem Myokard ausgeschitteten natriureti-
schen Peptide, deren Bedeutung als diagnostischer Parameter im nachsten Kapitel
bearbeitet wird (Bruneau et al. 1997).

Die morphologischen Adaptionsmechanismen bei der chronischen Herzinsuffizienz
werden auch als Remodeling bezeichnet (Cohn et al. 2000). Bei erhéhter Druckbe-
lastung, z.B. infolge arterieller Hypertonie oder einer Aortenklappenstenose, kommt
es zu einer Zunahme der kontraktilen Muskelmasse (konzentrisches Remodeling),
wodurch zumindest voriibergehend eine Mehrbelastung ausgeglichen werden kann.
Mit dieser Hypertrophie des Herzmuskels kann aber die arterielle Versorgung nicht
Schritt halten. Es kommt zum fibrotischen Umbau und damit tber eine verminderte
Compliance zu einem weiteren Abfall der Herzleistung (Weil und Schunkert 2006).
Bei erhohter Volumenbelastung (z.B. bei Aorteninsuffizienz) wird eine Zunahme des
linksventrikul&aren Durchmessers, also eine Dilatation der Ventrikelmuskulatur, beo-
bachtet (exzentrisches Remodeling) (Weil und Schunkert 2006). Diese Dilatation
fuhrt Gber eine Zunahme des Schlagvolumens voriibergehend zu einer Verbesse-
rung. Langerfristig bewirkt sie allerdings Uber eine Zunahme der Belastung der
Herzmuskelfasern einen progressiven Zellverlust (Apoptose) und damit ebenfalls
wieder eine weitere Verschlechterung der Herzinsuffizienz (Classen et al. 2004).
Daruber hinaus werden bei der Herzinsuffizienz auch chronisch-entziindliche Ver-
anderungen mit systemischer und lokaler Aktivierung von proinflammatorischen
Zytokinen (TNF-q, IL-1, IL-6 und CD14) beschrieben (Seta et al. 1996; Mann 2002;
Staudt et al. 2002; Rauchhaus et al. 2000; Sharma et al. 2005b; Rauchhaus 2008;
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Niederbichler et al. 2011). Bekannt sind negativ inotrope Effekte und Auswirkungen
auf die Kardiomyocyten (Diwan et al. 2003) im Rahmen des Remodeling.

Die genannten Adaptionsmechanismen haben gemeinsam, dass sie die Herzleis-
tung nur voriibergehend stabilisieren, langerfristig aber in einem circulus vitiosus
miinden mit einem weiteren Absinken des Herzleistung (Rickenbacher 2001). Dies
erklart auch die ungunstige Prognose der Herzinsuffizienz: Bei Patienten im Stadi-
um NYHA 1l liegt die jahrliche Mortalitat bei 15-30%, bei Patienten im Stadium
NYHA IV schon bei 50% (Classen et al. 2004).

2.2.4 Spezielle Labordiagnostik

Die Messung des Gehalts an Brain Natriuretic Peptide (BNP) bzw. des N-terminalen
BNP im Blut gilt heute bei der Diagnostik und insbesondere der Verlaufskontrol-
le/Monitoring der Herzinsuffizienz als Standard (Krum und Abraham 2009; Pauriah
et al. 2012; Pfisterer et al. 2009; Valle et al. 2011; Luchner et al. 2003). Das BNP
gehdrt zur Gruppe der natriuretischen Peptide, welche bei der Herzinsuffizienz ver-
mehrt ausgeschiittet werden (Bruneau et al. 1997).

Das Herz bildet drei sogenannte natriuretische Peptide. Die Struktur des atrial natri-
uretic peptid (ANP) wurde erstmals 1984 identifiziert. Eine weitere Substanz, die
ahnlich wie ANP natriuretisch und diuretisch wirkt, wurde 1988 isoliert. Nachdem
diese Substanz aus Schweinehirn isoliert worden war, wurde es als brain (B-Typ)
natriuretic peptid bezeichnet, obwohl es hauptsachlich im Herzen selbst gebildet
wird. 1990 wurde dann ein drittes Mitglied der natriuretischen Peptide identifiziert
und als C-Typ bezeichnet. Dieses hat eine andere Struktur als die beiden anderen
und wird im Gegensatz zum ANP und BNP, die im Myokard gebildet werden, vor
allem im Zentralnervensystem und im Geféal3system synthetisiert (de Lemos et al.
2003).

Es wurden drei Rezeptoren fir die natriuretischen Peptide nachgewiesen: NPR-A,
NPR-B und NPR-C. Die Peptide ANP und BNP bevorzugen den NPR-A Rezeptor,
wahrend CNP den Rezeptor NPR-B bevorzugt (Abb. 4).
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ANP und BNP steigern an der Niere die glomerulére Filtration und inhibieren die
Natriumruckresorption. Damit wirken sie diuretisch und natriuretisch. An der glatten
GefalBmuskulatur fihren die natriuretischen Peptide Uber eine Abnahme der intra-
zellularen Calciumkonzentration zu einer arteriellen und vendsen Relaxation, womit
die Vor- und Nachlast gesenkt wird. Des Weiteren fungieren ANP und BNP antago-
nistisch im Rahmen der gegenregulatorischen, neurohumoralen Stimulation (Norad-
renalin, Angiotensin II). CNP wirkt im Gegensatz zu ANP und BNP nicht als zirkulie-
rendes Hormon, sondern Uberwiegend lokal im Gefal3- und zentralen Nervensys-
tem. Der Abbau der natriuretischen Peptide erfolgt Uber die neutrale Endopeptidase
und Gber den Rezeptor NPR-C (Classen et al. 2004).

Das Hormon wird zunéchst in Form einer Vorstufe (proBNP) gebildet; durch Proteo-
lyse entstehen daraus das biologisch aktive Peptid BNP und das inaktive N-
terminale pro BNP (NT-pro BNB). Im Blut liegen beide Molekile im gleichen aqui-
molaren Verhaltnis vor; allerdings hat das BNP mit ca. 20 Minuten eine wesentlich
kiurzere In-vivo Halbwertszeit als das NT-proBNP mit 120 Minuten. Die Bestimmung
von NT-proBNP stellt im Vergleich zu BNP einen noch empfindlicheren Marker fir
die Herzinsuffizienz dar (Zhou et al. 2010).

Die Synthese von BNP wird Uber eine Dehnung der Herzmuskelzelle stimuliert. Die
Aktivierung von proBNP im linksventrikularen Myokard erfolgt schnell und zuverlas-
sig (Nakagawa et al. 1995). Die Plasmakonzentrationen sind bei Herzinsuffizienz
schon im Stadium NYHA | erhoht und steigen mit zunehmendem Schweregrad stark
an (Maisel 2001). Bei der Interpretation der Werte ist zu bericksichtigen, dass sie
bei der Frau hoher liegen und die Konzentration altersabhangig auch beim Gesun-

den ansteigt. Die NT-proBNP-Spiegel steigen proportional mit dem zunehmenden
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Schweregrad einer Herzinsuffizienz an und kénnen deshalb zur Objektivierung des
Schweregrades sowie zum Therapiemonitoring angewandt werden (Luchner et al.
2003).

Im Rahmen von Studien (Bay et al. 2003) konnte gezeigt werden, dass durch die
NT-proBNP-Bestimmung im Rahmen der Primardiagnostik das Vorliegen einer
Herzinsuffizienz bei einem Wert von < 125 pg/ml nahezu ausgeschlossen werden

kann (negativer pradiktiver Wert von 97%).

2.3 Zusammenhange zwischen Parodontitis und Herzerkrankungen

Weit mehr als 1000 Bakterienarten sind in der Mundhdhle zu finden. Nur rund 40
davon sind heute als pathogen anzusehen. Die anatomisch enge Beziehung zu
zahlreichen Blutgefal3en legt nahe, dass eine Verbreitung von diesen Bakterien
Uber die Blutbahn im Sinne einer Bakteridmie wahrscheinlich ist (Forner et al. 2006).
Studien zeigen, dass parodontal erkrankte Patienten einen erhdhten Antikorpertiter
gegen Pg haben (Yamazaki et al. 2007).

Findet im Organismus eine chronische Entziindung statt, erhdht sich das Risiko far
eine kardiovaskulare Erkrankung (Libby et al. 2002). Somit kann man davon ausge-
hen, dass Bakterien, die eine Infektion in der Mundhohle auslésen kdnnen, auch an
anderen Stellen des Korpers relevant sein kénnten.

In den letzten Jahrzehnten gab es eine Vielzahl von Studien, die Parodontitis mit
verschiedenen Allgemeinerkrankungen in Zusammenhang bringen konnten (Silver
et al. 1977; Meyer und Fives-Taylor 1998; Slavkin 1999; Slavkin und Baum 2000;
Grau et al. 2004; Seymour 2007; Blaizot 2009; Tonetti 2009; Kebschull et al. 2010).
Dazu zadhlen inshesondere Diabetes mellitus und kardiovaskulare Erkrankungen
(Mealey und Oates 2006; Meyer und Fives-Taylor 1998). Ein Erklarungsmodell fir
die Zusammenhange von Parodontitis und KHK wird von Dietrich et al. (2008) be-
schrieben. Demnach gibt es direkte Auswirkungen der Parodontitis auf die Auspra-
gung der koronaren Herzerkrankung als Folge von Bakteriamie und indirekte Effekte
ausgelost durch die chronische Entziindung. Hinzukommt ein nicht-kausaler Weg
unter Beteiligung wirtseigener, genetischer und verhaltensbedingter Faktoren.

Pucar et al. (2007) konnten in PCR-Analysen hohe Mengen von parodontopathoge-
nen Bakterien (darunter Pg, Tf, Aac) an atherosklerotisch verdnderten GefalRen
feststellen. Kebschull et al. (2010) haben die bislang erforschten Mechanismen des
hoch parodontopathogenen Bakteriums Pg in Zusammenhang mit den Pathome-

chanismen der Atherosklerose wie folgt dargestellt (Abb. 5).
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Die Endothelzelle wird durch Pg sowie durch dessen LPS aktiviert. Dadurch kommt
es zu einer Hochregulation von Zelladhasionsmolekilen und Sekretion von pro-
inflammatorischen Mediatoren. Enterococcus coli (Ecoli) ist ein weiteres gram-
negatives Bakterium, welches Uber LPS verfigt und ahnliche Effekte hervorrufen
kann. Allerdings aktiviert dieses LPS den Rezeptor TLR-4.

Pg wiederum kann lber CD14 in die Endothelzelle invadieren, wo es sich vermehrt
und Monozyten (ber einen Gradienten an chemotaktischen Zytokinen (Chemoki-
nen) rekrutiert. SchlieBlich kommt es zur Apoptose der Endothelzelle - zum einen
Uber Antikdrper, zum anderen Uber Pg direkt. Die von den Parodontalpathogenen
aktivierten Monozyten folgen nun den Chemokingradienten und migrieren in den
subendothelialen Raum. Dort wandeln sich diese in Makrophagen um und nehmen
oxidiertes Low Density Lipoprotein (LDL) auf, wodurch sie in Schaumzellen umge-
wandelt werden (Kebschull et al. 2010).

Durch die zunehmende Bildung von Plaques an der Gefal3wand verlieren diese an
Elastizitat, und das GefaRlumen verkleinert sich. Minderdurchblutung und Sauer-
stoffmangel des Herzens sind die Folge (= koronare Herzkrankheit) (Classen et al.
2004). Verschiedene Studien konnten einen Zusammenhang zwischen der Intima-
Media-Dicke und Parodontitis nachweisen (Beck et al. 2001; Amar et al. 2003; Des-
varieux et al. 2005). Eine parodontale Therapie hatte zur Folge, dass es zu einer
Reduktion der Intima-Media-Dicke und damit zu einer Erholung des GeféaRsystems
kam (Piconi et al. 2008). Zudem konnte In-vitro die DNA von parodontalpathogenen
Bakterien in atherosklerotischer Plaque nachgewiesen und mit dem Schweregrad

der klinischen parodontalen Situation in Zusammenhang gesetzt werden (Haraszthy
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et al. 2000; Aimetti et al. 2007). Auch an Herzklappen waren mikrobiologische Be-
funde mit parodontalpathogenen Bakterien festzustellen (Nakano 2009).

Tsioufis et al. (2011) gehen davon aus, dass bei der Atherosklerose ahnliche patho-
physiologische Vorgange ablaufen wie bei der Parodontitis: die systemische In-
flammation durch parodontopathogene Bakterien, die genetisch bedingte verénderte
Immunabwehr und direkte mikrobielle Effekte auf das GefaRsystem und Verédnde-
rungen der Endothelfunktion.

In-vitro-Studien zeigten, dass neben verschiedenen pathogenen Mechanismen ein
prothrombotischer Effekt von parodontopathogenen Bakterien (Pg) mdglich ist (Roth
et al. 2009). Angeli et al. (2003) stellten fest, dass der Schweregrad der Parodontitis
in einem signifikanten Bezug zur linken Ventrikelmasse steht. In diesem Zusam-
menhang zeigen verschiedene In-vitro-Studien, dass die mitogen-aktivierte Protein-
kinase und Calcineurin in Anwesenheit des parodontalpathogenen Bakteriums
Porphyromonas gingivalis eine Hypertrophie und Apoptose von Kardiomyocyten zur
Folge haben kénnen, ahnlich wie man es beim oben beschriebenen exzentrischen
Remodeling beobachten kann (Lee et al. 2005, 2006a, 2006b; Wu et al. 2008).
Verschiedene andere Studien zeigen, dass bei erhohtem Antikorper-Titer gegen
Aac und Pg das Risiko fur koronare Herzerkrankungen steigt (Spahr et al. 2006;
Pussinen et al. 2003). Ob hier ein kausaler Zusammenhang vorliegt oder ob es sich
nur um eine Begleiterscheinung handelt, ist noch nicht abschlieRend geklart.
Allerdings konnten Taylor et al. (2006) und Ellis et al. (2007) nachweisen, dass die
Heilung einer schweren Parodontitis eindeutig positive Effekte auf den Organismus
hat. Hierflr haben sie das Blut von Patienten vor und nach einer notwendigen tota-
len Zahnextraktion auf Entziindungsmarker getestet. Es zeigte sich, dass alle unter-
suchten Entziindungswerte nach der Extraktion, insbesondere das CRP, deutlich
abgesunken waren. Des Weiteren sind proinflammatorische Zytokine, wie sie bei
einer Herzinsuffizienz im Blutserum zu messen sind, auch bei einer schweren Paro-
dontitis nachweisbar (D’Aiuto et al. 2004).
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3 Material und Methoden

3.1 Studiendesign

Bei dieser Untersuchung handelt es sich um eine klinische Querschnittsstudie in
Kooperation mit der Klinik fir Thorax-, Herz- und Gefafichirurgie (Direktor Prof. Dr.
Dipl.-Phys. Friedrich Schondube) und der Poliklinik fir Praventive Zahnmedizin,
Parodontologie und Kariologie im Zentrum Zahn-, Mund-, und Kieferheilkunde der
Medizinischen Fakultat der Universitat Gottingen. Die Ethikkommission der Medizi-
nischen Fakultdt der Georg-August-Universitat Gottingen genehmigte die Studie
unter dem Namen ,Klinisch-experimentelle Studie zur mdglichen Assoziation paro-
dontaler Gesundheit und verschiedenen Herzerkrankungen“ mit der Nummer
6/2/09. Die Patienten wurden miindlich und schriftlich Uber die Studie aufgeklart und
gaben schriftlich ihr Einverstéandnis zur Teilnahme. Sie wurden wahrend ihres Auf-
enthaltes im Universitatsklinikum auf den Stationen der Thorax-, Herz- und Gefali3-
Chirurgie 2011, 2012 und 2013 im Bettenhaus 1, 2. Ebene im Zimmer untersucht.
Dies geschah zwischen dem 10.05.2009 und dem 13.10.2009.

3.2 Patienten

Alle Patienten dieser Pilotstudie waren Patienten der Klinik fur Thorax-, Herz- und
Gefal3-Chirurgie des Universitatsklinikums Gottingen, bei denen zwischen dem
10.05.2009 und dem 13.10.2009 ein chirurgischer Eingriff an der Aortenklappe auf-
grund einer Aortenklappenstenose vorgenommen wurde. Die teilnehmenden Patien-
ten wurden in einem Zeitraum von einem bis zu sieben Tagen postoperativ auf der
Station der Thorax-Herz-Gefal3-Chirurgie im Universitatsklinikum Goéttingen zahn-
arztlich untersucht. Gemaf den Richtlinien der American Heart Association (Wilson
et al. 2007) erfolgte bei allen Patienten zur Endokarditisprophylaxe eine einmalige
Gabe von 2g Amoxicilin oder, bei bestehender Penicillinallergie, 600mg
Clindamycin eine Stunde vor Untersuchungsbeginn. In die Pilotstudie wurden zehn

Patienten zwischen 38 und 80 Jahren aufgenommen.

Folgende Einschlusskriterien wurden festgelegt:
e anstehender Aortenklappenersatz aufgrund einer Aortenklappenstenose
e alter als 35 Jahre

e mindestens sechs Restzéhne
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Ausschlusskriterien waren:

Zahnlosigkeit

Z.n. Myokardinfarkt

Apoplex innerhalb der letzten 6 Monate

Patient unter Immunsuppression (z.B. nach Organtransplantation)
Niereninsuffizienz

Anfalls- bzw. Nervenleiden

suchtkranker Patient

Hepatitis A, B, C, TBC oder HIV

nicht durchfiihrbare orale Untersuchung

Tod vor oraler Untersuchung

Parodontalbehandlung (Scaling-Root-Planing) innerhalb der letzten 6 Mona-
te vor der Untersuchung

Antibiotikatherapie innerhalb der letzten 3 Monate vor Untersuchung

3.3 Allgemeine Datenerfassung

Aus den Akten der behandelnden Chirurgen wurden folgende anamnestische Daten

gewonnen:

OP-Indikation

Proben-Entnahmestelle (OP-Bericht)

aktuelle Laborwerte (CRP)

Art und Dauer sowie bisherige Therapie der Herzerkrankung
Allgemeinerkrankungen

Medikamentenstatus

Rauchverhalten (Raucher, Nichtraucher, ehemaliger Raucher)

3.4 Klinische Untersuchung

Fur die Untersuchung eines Patienten war ein Zeitraum von 20 Minuten vorgese-

hen. Den Patienten entstanden aus der Untersuchung keine Risiken oder zuséatzli-

che Kosten. Die zahnmedizinische Untersuchung umfasste der Reihenfolge nach

folgende Parameter:

Kariesindex (DMF-T)
Parodontalstatus
Papillen-Blutungs-Index (PBI) als Entziindungsindex

Mikrobielle und molekularbiologische Probenentnahme

Nachfolgend werden die einzelnen Entziindungsparameter ausfihrlich beschrieben.
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3.4.1 Kariesindex (DMF-T)

Der DMF-T-Index wird zur Messung der Kariesinzidenz und -pravalenz angewandt.
Er wird an allen bleibenden Zahnen - aul’er den Weisheitszahnen - erhoben. Er
stellt die Summe der kariésen (decayed), extrahierten/fehlenden (missing) und mit
Fullungen versorgten Zahne (filled) pro Gebiss dar. Die Beurteilung bezieht sich auf
den Zahn als Ganzes (tooth). Daraus ergibt sich eine maximale Zahnanzahl von 28.
Der DMF-T wird zur erhohten und differenzierten Aussagekraft in DT, MT und FT
gesplittet (Gaengler et al. 1988).

3.4.2 Parodontalstatus

Zur Beurteilung der parodontalen Situation wurde der Parodontalstatus ausschlief3-
lich mit Hilfe klinischer Parameter erhoben. Fir die Studie wurden keine Réntgen-
aufnahmen angefertigt. Der Parodontalstatus gibt Auskunft Gber den Zustand der

Parodontien. Folgende Einzelbefunde wurden ermittelt (s. Anhang):

l. fehlende Z&hne

Il. Messung der Sondierungstiefen an sechs Messstellen (distal-bukkal,
zentral-bukkal, mesial-bukkal, mesial-oral, zentral-oral, distal-oral) je
Zahn (PCP 15, Hu-Friedy, Chicago, US) sowie des max. klinischen Atta-
chmentverlustes (CAL) je Zahn

M. Sondierungsbluten (BOP = bleeding on probing):
Ja/Nein- Entscheidung zum Vorhandensein einer Blutung nach Sondie-

rung.

Anhand dieser Untersuchungsergebnisse wurde der Schweregrad einer mdglichen
Parodontitis mit den von Page und Eke (2007) vorgeschlagenen Parodontitisdefini-
tionen ermittelt. Von besonderer Bedeutung sind dabei der Attachmentverlust (CAL)
und die Sondierungstiefe (TT). Es werden drei Formen der Parodontitis unterschie-
den (Tab. 1).
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Schweregrad Klinische Definition

der

Parodontitis CAL T

=2 approximale Messstellen

_ =1 approximale Messstellen mit
Schwer mit CAL=6mm und

) TT=5mm
(nicht am selben Zahn)
=2 approximale Messstellen =2 approximale Messstellen mit
Moderat mit CAL=24mm oder TT=5mm
(nicht am selben Zahn) (nicht am selben Zahn)

Keine oder
i weder "moderate” noch "schwere" Parodontitis
leichte Form

Tabelle 1 Einteilung der Parodontitis nach Schweregrad (Page und Eke 2007)

3.4.3 Papillen-Blutungs-Index (PBI)

Der Papillen-Blutungs-Index wird zur Beurteilung des Entziindungsgrades der
Gingiva herangezogen. Der Entziindungsgrad der Gingiva korreliert neben dem
Auftreten von Schwellungen und Rétungen vor allem mit der Blutungsneigung der
Gingiva nach stumpfem Sondieren mit einer Parodontalsonde (PCP 15, Hu-Friedy,
Chicago, US). Hierzu wurde nach vorsichtigem Ausstreichen des Sulkus im Winkel
von 45° mit einer stumpfen Parodontalsonde (PCP 15, Hu-Friedy, Chicago, US) die
nach 20 Sekunden auftretende Blutung im Papillenbereich bewertet. Im ersten und
dritten Quadranten erfolgt die Bewertung oral, im zweiten und vierten Quadranten

vestibular. Folgende Bewertungen werden unterschieden (Lange et al. 1977):

Grad 0: keine Blutung

Grad 1: Auftreten eines Blutungspunktes

Grad 2:  Auftreten mehrerer Blutungspunkte oder einer Blutungslinie

Grad 3: Ausfillen eines interdentalen Dreiecks mit Blut

Grad 4: profuse Blutung nach Sondierung, das Blut fliel3t Uber den Zahn

oder die Gingiva

3.4.4 Mikrobiologische und molekularbiologische Probenentnahme

Pro Patient wurde eine Poolprobe der mikrobiellen Taschenflora mittels steriler Pa-
pierspitzen der Firma Hain (Hain Lifescience, Nehren, Deutschland) entnommen.
Diese sind in fertigen, sterilen Blisterpackungen mit jeweils sechs Papierspitzen der
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ISO-Grol3e 20 erhaltlich und Bestandteil des micro-IDent bzw. micro-IDent plus
Tests (Hain Lifescience, Nehren, Deutschland).

Die Papierspitzen wurden mit einer sterilen Pinzette bis zum Taschenboden der
tiefsten Taschen eingefuhrt und dort fur zehn Sekunden belassen. Hochakute Ta-
schen mit Entleerung von Pus wurden dabei gemieden. Um eine Verféalschung der
mikrobiologischen Flora zu verhindern, wurde die supragingivale Plagque und vor-
handene Nahrungsreste entfernt sowie der Enthahmeort mit Wattepellets trocken-
gelegt. Des weiteren sollte der Patient 30 Minuten vor der Probenenthahme nichts
gegessen haben.

Pro Patient wurden zwei bis vier Papierspitzen eingesetzt und danach in einem
nummerierten E-Cup gepoolt aufbewahrt. Um einen Pilzbefall oder eine Vermeh-
rung der Flora im feuchten Milieu zu verhindern, wurden die Papierspitzen im E-Cup
24 Stunden getrocknet. Bis zur DNA-Isolierung wurden die Proben bei Raumtempe-
ratur kurzeitig (bis zu max. sieben Tagen) aufbewahrt.

Daruber hinaus wurden Speichelproben in Form eines Wangenabstriches mit steri-
len Wattestdbchen der Firma Hain (Hain Lifescience, Nehren, Deutschland) zur Be-

stimmung des IL1-Gen-Polymorphismus entnommen.

3.5 Probengewinnung Herzgewebe und Blut

Gewebe aus Herz-Atrium, Ventrikel und Klappengewebe wurde im Rahmen einer
Herzoperation bei Aortenklappenstenose gewonnen. Dem Patienten wurde dafir
kein zusatzliches Herzgewebe entnommen, sondern nur das ohnehin durch den
Eingriff anfallende Gewebe verwendet. Gleichzeitig konnte das standardmafig wah-
rend der Operation gewonnene und nicht benétigte Blut fir die Studie gesichert
werden. Sowohl die Herzproben (Atrium/Ventrikel/Klappe) als auch das Blut wurde
zur molekular- und mikrobiologischen Untersuchung an die Studiengruppe weiter-
gegeben. Die Gewebeproben wurden abhéngig von der Entnahmestelle gruppen-
weise (Atrium, Ventrikel, Klappe) bei -80°C im Gefrierschrank gelagert.

3.6 Laboruntersuchung

3.6.1 Aufbereitung der Proben

3.6.1.1 Aufbereitung der Herzgewebeproben

Die Proteine wurden mit Hilfe von Lysispuffer (Tab. 2 + Tab. 3) aus dem Gewebe
herausgeldst. Die in Tab. 2 angegebenen Substanzen wurden fir 100 ml Lysispuffer

angemischt und bei 4°C gelagert. Fur jede Messung wurde die bendtigte Menge
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Lysispuffer enthommen und mit der entsprechenden Menge (Zugabe zu 1 ml Ly-

sispuffer) der Substanzen aus Tab. 3 aktiviert.

Konzentration in 100 ml
TRIS 0,242 g 20 mM
NaCL 0,292 g 50 mM
NaF 0,209 g 50 mM
Na-Pyrophosphat 0,223 g 5mM
Sucrose 8,657 g 0,25 mM
ad 100 ml Aqua Bidest - pH 7,4

Tabelle 2 LysispufferyfHomogenisationspuffer — fir 100 ml

Konzentration in 1 ml

Triton X-100 (gebr.fertig) 10 pl 1%
DTT (100 mM) 10 pl 1 mM
Protease Inhibitor Cocktail 1l 1:1000

Tabelle 3 Zugabe zu 1 ml Lysispuffer

Die Herzproben wurden in einen Mérser mit N, gegeben und mit Hilfe eines StoRels
homogenisiert. Das Homogenat wurde je nach Gewebemenge in E-Cups mit 500
bis 1000 pl Lysispuffer Uberfihrt und anschlieBend fir 10 Minuten bei 3000 upm
zentrifugiert (Zentrifuge auf 4°C gekunhlt). Der Uberstand wurde abpipettiert und in
neue E-Cups uberfuhrt. Bei sehr geringen Mengen wurden diese noch in der Vaku-
umzentrifuge eingeengt. Danach wurden die Proben bei -18°C eingefroren und ge-
lagert.

Zur Gewinnung der RNA- und DNA-Phase wurden die Proben mit TriFast (Peqglab,
Erlangen, Deutschland) aufbereitet und mit dem RNeasy-Mini Kit und dem DNA
Mini Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) isoliert.

3.6.1.2 Aufbereitung der oralen Proben

Zunachst musste die DNA aus den bei Raumtemperatur (RT) getrockneten Papier-
spitzen aufbereitet werden. Dies erfolgte in einem DNA freien Raum mit Mithilfe des
Geno Type DNA Isolation Kit (Hain Lifescience, Nehren, Deutschland). GemalR der

beiliegenden Arbeitsanleitung wurde folgendermalf3en vorgegangen:

1. Pro Probe 100 pl Lysispuffer und 10 pl Proteinase K in ein Gefal geben

und vermischen;
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110 pl der oben gewonnenen Mischung in jedes E-Cup mit Papierspitze
geben und fur 10 s vermischen;

Inkubation bei 70°C im Thermomixer ftir 10 min;

4. je Probe 100 pl Bindungspuffer B6 hinzugeben und durch mehrmaliges

10.
11.
12.
13.

14.
15.
16.
17.

3.6.1.3

Auf- und Abpipettieren vermengen; die Filtersaule in ein beschriftetes
2,0 ml E-Cup geben und das Lysat auf den Filter pipettieren;

den Deckel verschliel3en und das Gefal3 in einer Tischzentrifuge 1 min
bei 13.000 G zentrifugieren;

300 pl Waschpuffer | anschlieBend auf die Membran der Filterséaule ge-
ben und erneut fur 30 s bei 13.000 G zentrifugieren;

E-Cup mit dem Filtrat nun verwerfen;

Filtersaule in ein neues, beschriftetes 2,0 ml E-Cup geben;

750 ul Waschpuffer Il auf die Membran der Filtersaule geben und erneut
fur 30 s bei 13.000 G zentrifugieren;

Filtrat ein weiteres Mal verwerfen;

Filtersaule in das E-Cup geben und 2 min bei 13.000 G zentrifugieren;
E-Cup mit dem Filtrat verwerfen;

Filtersaule in ein neues, beschriftetes 1,5 ml Auffanggefal? tberfihren;
Bei 1-2 Papierspitzen 200 pl, bei 3-4 Papierspitzen 400 pl Elutionspuffer
auf die Membran der Filterséule geben;

1 min Inkubation bei RT;

1 min Zentrifugieren bei 6.000 G;

Filtersaule verwerfen;

DNA Eluat bei -20°C lagern.

Aufbereitung der Blutproben

Die Isolierung der DNA aus den Blutproben erfolgte mit Hilfe des QlAamp DNA Mini

Kits (Qiagen, Hilden, Deutschland) gemafR der mitgelieferten Arbeitsanleitung:

a > w DN Pe

20 pl Proteinase K zu jedem Proben-Cup pipettieren und mischen;

200 pl AL-Puffer zugeben und 15 s mischen;

10 min bei 56°C inkubieren;

5 s anzentrifugieren;

200 pl Ethanol (100%) zugeben, mischen und 5 s bei 8.000 upm an-
zentrifugieren;

Inhalt des Cups auf eine Spinnsaule mit Collectiontube geben und Saule

mit Deckel verschlieRen und 1 min bei 8.000 upm zentrifugieren.
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Filtrat wird verworfen;
Spinnsaule auf neues Collectiontube setzen;
500 pl AW 1 Puffer auf die Membran geben und 1 min bei 8.000 upm
zentrifugieren;

10. Filtrat erneut verwerden;

11. Spinnséule auf neues Collectiontube setzen;

12. 500 ul AW 2 Puffer auf die Membran geben und 3 min bei 13.000 upm
zentrifugieren;

13. Filtrat erneut verwerfen;

14. Spinnséaule auf neues Collectiontube setzen;

15. 50 ul AE-Puffer mittig auf die Membran der Spinnsaule geben;

16. 1 min Inkubation bei RT;

17. 1 min Zentrifugieren bei 8000 upm;

18. Spinnsaule verwerfen;

19. DNA-Eluat bei -20°C lagern.

3.6.2 Mikrobiologische Analyse der DNA-Proben durch Polymerase-
Kettenreaktion (PCR)

3.6.2.1 Markerkeimanalytik
Die Markerkeimanalytik diente dem Nachweis von elf parodontophatogenen Bakte-
rien:
e Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aac)
e Porphyromonas gingivalis (Pg)
e Tanerella forsythia (Tf)
e Treponema denticola (Td)
e Prevotella intermedia (Pi)
e Peptostreptococcus micros (Pm)
e Fusobacterium nucleatum (Fn)
e Campylobacter rectus (Cr)
e Eubacterium nodatum (En)
¢ Eikanella corrodens (Ec)

e Capnocytophaga spec (Cs)

Hierfir kam ein molekularbiologisches Nachweisverfahren, die Polymerase-
Kettenreaktion (PCR), zum Einsatz, welches eine ziigige und hoch sensitive Ver-

mehrung der DNA-Molekile und anschlieiende Auswertung ermdglicht. FUr diese
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Studie wurde das semiquantitative Testverfahren micro-IDent plus der Fa. Hain
Lifescience (Hain Lifesience, Nehren, Deutschland) verwendet. Es beruht auf der
DNA-Strip-Technologie und wird mit dem dafiir vorgesehenen Versuchsprotokoll
durchgefuhrt. Folgende Arbeitsschritte wurden fir alle drei Kompartimente der
Herzproben (Atrium, Ventrikel, Klappe) und der gepoolten oralen Sulkusproben
durchgefuhrt:

1. Herstellung des Amplifikationsmix aus folgenden Substanzen:

Primer-/Nukleotid-Mix 17,5 pl
Polymerase-Puffer 2,5 ul
MgCl,-Loésung 2,5 ul
tag-Polymerase 1 Unit

2. Je 2,5 pl DNA-LOsung des Amplifikationsmix in ein Reaktionsgefal? pipettieren
und auf einem Thermocycler mit folgendem Protokoll amplifizieren:

Zeit Temperatur in °C Zyklen
5 min 95 1
30s 95
10
2 min 58
25s 95
20 (fur orale Proben)
40 s 53
25 (fur Herzgewebe)
40 s 70
8 min 70 1

3. Reverse Hybridisierung mit dem Hybridisierungspuffer und der Stringent-

Waschldsung in einem 45°C vorgewarmten Wasserbad,

4. Ansatz der Konjugatlésung (10 yl CON-C + 1 ml CON-D/Probe) und Substratlo-
sung (10 yl SUB-C + 1 ml SUB-D/ Probe);

5. Denaturierung: Jedes micro-IDent plus Testkit (Hain Lifesience, Nehren,

Deutschland) enthalt eine spezielle Probenwanne mit 12 Kavitaten; in jede Wan-
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nenkavitat wird 20 pl Denaturierungsreagenz und 20 pl des Amplifikats hinzugege-

ben, vermengt und 5 min bei RT inkubiert;

6. je Wannenkavitat wird 1 ml des vorgewarmten Hybridisierungspuffer zugegeben
und ein mit Bleistift nummerierter Teststreifen eingelegt. Die Probenwanne wird
nun in einem Schuttelwasserbad (TwinCubator, Hain Lifesience, 72147 Nehren,
Deutschland) bei 45°C inkubiert und der Hybridisierungspuffer nach 30 min wieder

vollstandig entfernt;

7. je Wannenkaitat wird 1 ml der vorgewarmten Stringent-Waschlésung zugege-

ben und 15 min auf dem TwinCubator bei 45°C inkubiert;

8. die Stringent-Waschlésung wird anschlieRend vollstandig entfernt und Flissig-

keitsreste auf saugfahigem Papier abgeklopft;
die weiteren Schritte erfolgen auf dem TwinCubator bei RT:

9. die Membranstreifen werden nun 1 min mit 1 ml Rinse-Lésung gewaschen und

danach wieder getrocknet;

10. zu jedem Teststreifen wird 1 ml verdiinntes Konjugat gegeben und 30 min in-
kubiert;

11. die Losungen werden wieder entfernt und die Membranstreifen 2 x 1 min mit

destilliertem Wasser gewaschen;

12. nach dem letzten Schritt werden die Membranstreifen durch vorsichtiges Ab-
klopfen auf einem saugfahigem Papier gut getrocknet;

13. zu jedem Membranstreifen wird 1 ml verdiinntes Substrat gegeben und bei RT
inkubiert;

14. um die Substratreaktion zu stoppen, wird 2 mal mit destilliertem Wasser gewa-

schen;

15. schlielRlich werden die Membranteststreifen mit einer Pinzette aus der Kavitat

genommen, getrocknet und anschlieRend auf den Auswertungsbdgen fixiert.

Die Auswertung des Bandenmusters erfolgte visuell mithilfe einer Schablone. An-
hand der Intensitat der Farbaufnahme erfolgte der qualitative Nachweis eines Bak-
teriums (Farbung einer Reaktionszone = Nachweis einer Bakterienart). Eine semi-
gquantitative Bestimmung erfolgte durch die Beurteilung des Verdunkelungsgrads
(Verfarbungsgrad = Konzentration). Jedem Verdunkelungsgrad ist laut Hersteller
eine bestimmte Nachweisgrenze zugewiesen, mit einem Scorewert der von 0-4
reicht (Tab. 4).
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Score Verdunkelungsgrad Keimkonzentration

0 - <10* (Sonderfall Aac: < 10°)
1 (+) =10* (Sonderfall Aac: = 10°)
2 + <10° (Sonderfall Aac: < 10%
3 ++ < 10° (Sonderfall Aac: < 10°)
4 e+ > 10" (Sonderfall Aac: > 10°)

Tabelle 4 Verfarbungsgrad der Membran mit entsprechender Keimkonzetration und Score

3.6.2.2 Genetische Untersuchung des IL-1-Polymorphismus

Aus dem Wangenabstrich erfolgte mittels Genotypisierung die molekulargenetische
Charakterisierung eines moglichen Interleukin-1-Polymorphismus. Hierzu wurde mit
einem kommerziell erhéltlichen Test (GenoType PST plus- Test; Fa. Hain
Lifescience  GmbH, Nehren, Deutschland) und dessen IL1-Polymorphismus-
spezifischen Gensonden der Nachweis der Polymorphismen: IL-1A -889 (Allel 1 (C):
-C889, Allel 2 (T): -889T), IL-1B +3953 (Allel 1 (C): +C3953, Allel 2(T): +3953T) und
IL-1RN (IL-1-Rezeptorantagonist) +2018 (Allel 1 (T): +T2018, Allel 2 (C): +2018C)
des menschlichen Interleukin-Genklusters vorgenommen. Daraus kann man vier
verschiedene Genotypen mit unterschiedlichem Risiko fiir eine Entziindungsreakti-

on bestimmen:;

e Genotyp 1 (II-1A7B negativ, II-1-RN negativ): normale Entziindungreaktion,
kein erhdhtes genetisches Risiko flir progressive Parodontitis

e Genotyp 2 (ll-1A7B positiv, 1I-1-RN negativ): erhéhte Entziindungsreaktion,
erhdhtes genetisches Risiko flr progressive Parodontitis

o Genotyp 3 (II-1LA7B positiv, II-1-RN positiv): stark erhdhte Entziindungsreak-
tion, stark erhdhtes genetisches Risiko flr progressive Parodontitis

e Genotyp 4 (lI-1A7B negativ, II-1-RN positiv): verminderte genetische Ent-

zindungshemmung

Die labortechnische Untersuchung verlief analog zu der oben genannten Methode
des micro-IDent plus Kit (Hain Lifesience, Nehren, Deutschland). Die Mengen und
Zeiten fur Waschung und Inkubation variieren und wurden gemaR Herstelleranga-

ben befolgt.
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3.6.3 Proteinchemische Laboranalyse

Zum Nachweis der pathogenen Wirkung von parodontopathogenen Bakterien am
Herzen wurde sowohl das Herzgewebe als auch das Blut der Patienten auf LBP und
den Herzinsuffizienzmarker proBNP NT untersucht. Hierfir wurden zwei unter-
schiedliche Verfahren gewahlt. Zur Auftrennung der Proteine im Herzgewebe kam
das Western Blot Verfahren zum Einsatz. Die Proteine werden hierfur gelost, auf
einer Membran fixiert und per Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektro-
phorese (SDS-PAGE) nach Grof3e getrennt. AnschlielRend werden die Proteine auf
eine Nitrocellulosemembran geblottet und durch eine Antikdrper-Antikorper-
Chemilumineszenz-Reaktion auf einem Ro&ntgenfilm sichtbar gemacht. Bei den
Blutproben wurde der Enzym-gekoppelte Immunoadsorptionstest (ELISA) im Sand-
wichverfahren angewandt, bei dem es sich ebenfalls um eine Antikdrper-Antikérper-
Chemilumineszenz-Reaktion handelt, die photometrisch ausgewertet wird.
Nachfolgend werden beide Methoden ausfuhrlich besprochen.

3.6.3.1 Western Blot — Nachweis von LBP und proBNP NT

Bestimmung der Proteinkonzentration mittels Bicinchoninséure (BCA):

Der verwendete BCA-Proteinassay Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)
diente dem guantitativen Nachweis von Proteinen in Losungen. Dem Verfahren liegt
die sogenannte Biuret-Reaktion zugrunde, bei der in alkalischer Lésung Kupfer-(l1)-
lonen durch Proteine zu Kupfer-(l)-lonen reduziert werden. Nun kann Bicinchonin-
saure mit dem einwertigen Kupfer reagieren und es kommt zu einem violetten Farb-
komplex, der im Photometer bei 562 nm nachgewiesen wird. Die Starke der Absorp-
tion steht in einem linearen Verhaltnis zur Proteinkonzentration im Bereich von 5 -
250 pg/ml. Durch eine Standardreihe kann der Proteingehalt der Proben Uber eine
Ausgleichsgerade ermittelt werden.

Bei der Ausflihrung wurde das folgende Protokoll des BCA Protein Assay Kits
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) genau befolgt:

1. Je 10 pl in Lysispuffer geloste Probe wird mit jeweils 200 pl BCA Reagenz
(A+B im Verhaltnis 50+1) versetzt;

2. ebenfalls werden 10 pl Blank mit 200 pl BCA Reagenz (A+B im Verhaltnis
50+1) versetzt;

3. fur die Standardreihe wird BCA mit Lysispuffer auf die Konzentrationen 5,
25, 50, 125 und 250 pg/ml verdinnt und analog zu den anderen Proben mit
200 pl BCA Reagenz vermengt und in Eppendorf E-Cups 1,5 ml (Eppendorf
AG, Hamburg, Deutschland) gegeben;
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4. alle E-Cups fur 30 min bei 37°C im Eppendorf Thermostat (Eppendorf AG,
Hamburg, Deutschland) inkubieren.

Der sichtbare Farbwechsel von griin zu violett zeigte die erfolgreiche Reaktion an.
Mit einem Spectrophotometer (BioMate5, Thermo Spectronic, Dreieich, Deutsch-
land) wurde die Proteinkonzentration in Eppendorf-Uvetten (Eppendorf AG, Ham-
burg, Deutschland) photometrisch ermittelt und in pg/pl notiert.

Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE):

Zur Auftrennung der Proteine nach ihrem Molekulargewicht wurde die SDS-
Gelelektrophorese nach Laemmli (1970) angewendet. Das SDS denaturiert die Pro-
teine und Uberdeckt die Eigenladung der Proteine. Dadurch entstehen negativ gela-
dene Komplexe mit einem konstanten Ladungs-Masse-Verhaltnis. Durch Anlegen
einer Spannung wandern diese dann vom negativen zum positiven Pol. Wichtig fur
eine saubere Auftrennung der Proteine ist die Abstimmung der Polyacrylamid-
Konzentration des Gels mit dem Molekulargewicht der gesuchten Proteine. Sowohl
fur LBP (Molekulargewicht 58 kDa) als auch fur proBNP NT (Molekulargewicht 30
kDa) gilt eine Konzentration von 12% fir das Trenngel und 4% fir das Sammelgel
als optimal. Der niedrige pH-Wert des Sammelgels sorgt dafir, dass die Proben auf
eine gemeinsame Lauffront zusammengezogen werden. Pro Tasche wurden 30 pl
Probenauftrag pipettiert. Dieser setzt sich aus 10 ul Auftragspuffer und 20 ul Probe
und Ampuwa zusammen. Die Probenmenge betragt dabei jeweils 25 pg. Als Auf-
tragspuffer wurde Sampel-Reducing-Puffer und Mercaptoethanol in einem Verhalt-
nis von 190:20 verwendet. Uberstieg die nétige Probenmenge 20 pl, wurde die Pro-
be in der Vakuumzentrifuge der Fa. Eppendorf (Hamburg, Deutschland) eingeengt.
Nach dem Ansetzen wurden Puffer und Proben bei 97°C fur 7 Minuten denaturiert
und zusammen mit einem vorgefarbten Proteinstandard in die Taschen aufgetra-
gen. In die Elektrophoresekammer wurde nun bei Zimmertemperatur 1x Laufpuffer
gegeben. Zunéchst wurden 100 Volt Spannung angelegt, bis die Lanes nach ca. 15
Minuten das Trenngel erreicht hatten. Schlielich erfolgte die Elektrophorese fir ca.
100 Minuten bei 160 Volt.

Proteintransfer (Western Blot):

Nach Beendigung der Elektrophorese erfolgte die Ubertragung der Informationen im
Gel auf eine Nitrocellulosemembran. Hierfir wurde das Gel auf besagte Membran
luftblasenfrei gelegt und zwischen Filterpads und Fiberpads in die Blotkassette ein-
gespannt und in das Elektromodul geschoben. Das Ganze wurde nun in den Buf-
fertank gesetzt und mit 4°C kihlem Blotpuffer aufgefillt. Der Blot erfolgte fir drei

Stunden bei 200 mA unter standiger Kihlung.
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Als nachster Schritt folgte das Farben der Membran mit Ponceau-L6sung. Dieser
diente zur Kontrolle, ob Proteine auf die Membran geblottet wurden und ob sie
durch in der Farbeldsung enthaltene Trichloressigséure fixiert wurden. Die folgen-
den Schritte erfolgten jeweils unter Schwenken bei 30 upm. Die Membran wurde mit
Aqua Bidest und 1x TBS gewaschen, mit Starting Blocking Solution geblockt und
wiederum, diesmal mit TTBS, gewaschen.

Immundetektion:

Es folgte die Inkubation des ersten Antikdrpers Uber Nacht bei +4°C. Fur LBP wurde
der Antikorper ,big42 antibody to human LBP“ (Biometec GmbH, Greifswald,
Deutschland) und fir proBNP NT der Antikorper ,Anti-BNP antibody [EPR3735]*
(abcam, Cambridge, Vereinigtes Konigreich) verwendet. Als House-keeping-Gen
diente GAPDH. Am ersten Antikorper koppelte der zweite Antikdrper goat anti
mouse HRP (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA), der an HRP (horse radish
peroxidase) gekoppelt war. Dieser wurde in einem Verhaltnis von 1:25.000 verdinnt
und am nachsten Morgen nach weiteren Waschvorgdngen mit 1x TTBS auf die
Membran gegeben. Nach zwei Stunden Inkubationszeit bei Raumtemperatur wurde
diese wiederum mit 1x TTBS gewaschen.

Chemolumineszenz:

SchlieB3lich erfolgte die Inkubation mit der Chemolumineszenz SuperSignal West
Pico bzw. Femto Chemiluminescent Substrate der Firma Thermo Scientific. Die bei-
den Komponenten wurden im Verhéaltnis 1:1 in ein dunkles Gefal3 gegeben und die
Membran bei Raumtemperatur darin eingelegt. Nach funf Minuten wurden die
feuchten Nitrocellulose-Membranen in Klarsichtfolie gelegt und in eine Réntgenkas-
sette gegeben. Es folgte die Belichtung der Fuji Photo Film — Rontgenfilme und die
maschinelle Entwicklung. Diese wurden schlie3lich densitometrisch ausgewertet
(Beispiel: Abb. 6).

37



GAPDH L @in e @D

LBP [ ey = -

A —
GAPDH ——

GAPDH . <o e —

Abbildung 6 Entwickelter Rontgenfilm mit sichtbarem Bandenmuster von LBP und GAPDH
(A: Atrium, V: Ventrikel, K: Klappe)

3.6.3.2 Enzyme-linked immunosorbent assay ELISA

Zusatzlich wurde das Serum mit dem enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
auf LBP und proBNP NT untersucht. Die Bestimmung von LBP erfolgte mit einem
Test-Kit der Fa. biometec (LBP: Enzyme Immunoassay fur Quantification of free
human LBP, Fa. biometec, Greifswald, Germany). Das N-terminale pro BNP wurde
mit Elecsys proBNP (Fa. Roche) bestimmt.

3.6.3.3 Histologie und Immunhistochemie

Anhand von histologischen Schnitten wurde ein Inflammation-Scoring (Score 0-3)
mit Hilfe einer Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE) an den Praparaten von Atrium,
Ventrikel und Klappe durchgefiihrt. Hierzu wurden aus den in Paraffin eingebetteten
Gewebeproben Schnittserien von 1 um hergestellt.

Die immunhistochemische Analyse erfolgte nur fur Atrium und Ventrikel, da eine
immunhistochemische Aufbereitung fir die Herzklappe aufgrund des Gewebezu-
standes nicht mdglich war. Anhand von immunhistologischen Schnitten (1 ym) er-
folgte fur Atrium und Ventrikel der immunhistochemische Nachweis ausgewahlter
Markern mit folgenden Antikorpern: Lipopolysaccharid-binding-protein (LBP:big42),
LBP-Rezeptor (CD14) und Makrophagen (CD68). Hierzu wurden die Primér-
Antikorper big42 (CML002, Fa. Leica Microsystems, Newcastle Upon Tyne, United
Kingdom), CD14 (NCL-CD14-223, Fa. Leica Microsystems, Newcastle Upon Tyne,
United Kingdom) und CD68 (M0876, Fa. DakoCytomation, Hamburg, Deutschland)
bei 4°C inkubiert. Fir CD14 erfolgte im Weiteren eine Behandlung mit Endvision
und abschlielende Inkubation mit Chromogen. AbschlieRend erfolgte eine Kernfar-
bung mit Hamalaun und die Dehydrierung in abgestuften Alkoholkonzentrationen

(96%, 100%) sowie in Xylol fur alle drei Parameter.
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Die histologische und immunhistochemische Auswertung erfolgte unabhangig von

zwei zuvor kalibrierten Untersuchern anhand erstellter hochauflosender Bilder der

aufbereiteten Schnitte (Auflosung). Die H.-E. Farbung erfolgte wie in Tab. 5 darge-

stellt.

Schritt  |Arbeitsschritt Zeit in min

1 3x Xylol 3

2 2x 100% Alkohol 3

3 absteigende Alkoholreihe: 96%, 70%, 50%, 30% und3
Agua Bidest

4 3x Hamalaun 1.3

5 flieRendes Leitungswasser 8

6 2x 1%iges Eosin 2-3

7 Aqua Bidest ca. 0,5

8 2x 96% Alkohol 3

9 2x 100% Alkohol 3

10 3x Xylol 3

11 Eindecken mit Entellan und Lufttrocknung tGber Nacht

Tabelle 5 Hamatoxilin-Eosin-Farbung

Nach der Erfassung des H.E.-Scores wurden die Objekttrager mit der immunhisto-

chemischen Farbemethodik angefarbt, die wie in Tab. 6 durchgefuhrt wurde.

Schritt | Arbeitsschritt .Zeit _
in min

fur CD68 fur CD14

1 Entparaffinieren der OT mit 3x Xylol 3

2 Rehydrieren mit 2x absteigender Alkoholreihe 100%, 96%, 3
70%, 50% und entionisiertem Wasser

3 Antigendemaskierung mit Target Retrieval Solution im Dampf-
garer
ph9 15

ph6 40

4 Kivette abkuhlen lassen bei RT 20
OT 5x waschen in 0,05M pH 7,6 Tris-Puffer 3

6 Blocken der endogenen Peroxidase mit 3% Wasserstoffperoxid | 17
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Zeit

Schritt | Arbeitsschritt o
inmin
bei RT (feuchte Kammer)
7 OT 5x waschen in 0,05M pH 7,6 Tris-Puffer 3
OT mit AK-Diluent inkubieren bei RT (feuchte Kammer) 30
9 OT mit Prim&-AK im Kihlschrank inkubieren Gber Nacht
CD68 (Primar-AK, MO0876, | CD14 (Primar-AK, NCL-CD14-
DakoCytomation) 223, Leica Biosystems)
in Verdinnung 1:200 in Verdinnung 1:100
10 OT 7x waschen in 0,05M pH 7,6 Tris-Puffer 3
11 Sekundar- AK aufgeben bei RT (feuchte Kammer) in Ver-
dinnung
1:100
30
Rabbit-anti-Mouse (Sekundar- | Mouse-anti-Rabbit (Sekundar-
AK, P0260, DakoCytomation) | AK, M0633, DakoCytomation)
12 OT 7x waschen in 0,05M pH 7,6 Tris-Puffer 3
13 Envision auftropfen 100 pl 30
14 OT 7x waschen in 0,05M pH 3
7.6 Tris-Puffer
15 Chromogen ansetzen = 1 Tr. DAB zu 1ml Substrat
16 OT mit 100 pyl Chromogen in-
kubieren bei RT unter Kontrol- 9
le im LM
OT mit 100 pl Chromogen
inkubieren bei RT unter Kon- | 1,5
trolle im LM
17 Abbruch durch Spulen mit Aqua Bidest und Spulung ein 2. Mal 5
erneuern
18 Kernfarbung mit Hamalaun 5
19 Differenzieren unter flieRendem Wasser 8
20 Dehydrieren: 2x 96%, 2x 100% Alkohol, 3x Xylol 3
21 Eindecken mit Entellan und Lufttrocknung Gber Nacht

Tabelle 6 Immunhistochemische Farbung
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Fur das HE-Inflammations-Scoring (Nachweis von Entziindungszellen) wurde ein in
der Arbeitsgruppe etablierter Score verwendet (Schmitto et al. 2008). Zur immunhis-
tochemischen Untersuchung von Atrium und Ventrikel auf die Parameter LBP,
CD14 und CD68 wurde ein mit dem Inflammations-Scoring vergleichbarer Score (0-
3) entwickelt. Abbildung 7 zeigt die entsprechenden Scores fiir den HE-
Inflammations-Score sowie LBP (big42), CD14 und CD68 (Score 0-3).

Es folgte die Zahlung der CD68- und CD14- exprimierenden Makrophagen pro Mik-
roskopie-Gesichtsfeld. Pro Schnitt wurden drei Einzelbilder in 25x VergrofRerung
und pro Einzelbild wiederum dreimal in 100x Vergrof3erung abgelichtet (Abb. 7). Pro
Patient wurden bei insgesamt sieben Gewebeschnitten pro Farbung zwolf Aufnah-
men angefertigt. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe des Computerprogrammes Data
Soft (Datasoft Software Consulting Inc., New York, USA) mit anschlie3ender Hinter-
grundkorrektur und WeiRabgleich. Bei jedem immunhistochemischen Farbe-
durchgang wurde auch eine Blindfarbung mit durchgefiihrt, um das Ergebnis zu
verifizieren. Die Herzklappen konnten fir das immunhistochemische Verfahren nicht

aufbereitet werden und wurden somit nicht verwertet.

HE Inflammation LBP (big42) CD 68 CD14

Score 0:
gleichmaBige Zellanordnung |
einzelne Histiozyten;
keine Makrophagen,
Lymphozyten oder
Granulozyten

Score 1:
< 10% Makrophagen,
Lymphozyten oder
Granulozyten

Score 2:
< 50% Makrophagen,
Lymphozyten oder
Granulozyten

Score 3:
2 50% Makrophagen,
Lymphozyten oder
Granulozyten

Abbildung 7 Scores fir: HE-Inflammation, LBP (big42), CD14 und CD68
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4 Ergebnisse

4.1 Patienten

In die Untersuchung wurden zehn Patienten (m=6, w=4) mit einem Durchschnittsal-
ter von 68.9+12.1 (38 — 80) Jahren einbezogen. Neun der zehn Patienten gaben an,
innerhalb des letzen Jahres einen Zahnarzt aufgesucht zu haben. Bei finf Patienten
wurde eigenen Angaben zufolge in der Vergangenheit eine Parodontalbehandlung
durchgefihrt. Unter den Patienten waren sieben Nichtraucher und drei Raucher. Die
Anzahl an Pack Years lag bei Letzteren im Median bei 20 + 1,73 (17-20). Alle Pati-
enten erhielten eine operative Versorgung mit einem Aortenklappenersatz; bei funf
Patienten wurde zusétzlich ein Aorto-Coronarer-Venen-Bypass durchgefuhrt. Als
Grund fur die Operation wurden verschiedene kardiale Erkrankungen genannt. Ein
Patient zeigte eine koronare Herzerkrankung (KHK) mit Aortenklappeninsuffizienz.
Bei einem Patienten wurde als Erkrankung ein Aortenvitium angegeben. Bei den
weiteren 8 Patienten wurde eine Aortenklappenstenose in Verbindung mit weiteren
kardialen Erkrankungen aufgefihrt. Davon kamen am haufigsten vor: arterieller Hy-
pertonus (n=6), koronare Herzerkrankung (n=4), Klappeninsuffizienz (n=3), Vorhof-
flimmern (n=2). Wie in Abb. 8 dargestellt, zahlten zu den weiteren kardialen Diagno-
sen instabile Angina Pectoris Symptomatik, Koronarsklerose, diastolische Dysfunk-
tion, Zustand nach Infarkt, Herzrhythmusstérung und Mitralvitium. Diese wurden

jeweils ein Mal angegeben.

Aortenklappenstenosen
Arterieller Hypertonus
KHK

Klappeninsuffizienz
Vorhofflimmern
Aortenvitium

instabile AP-Symptomatik
Koronarsklerose

Kardiale Diagnosen

Diastolische Dysfunktion
Z.n. Infarkt
Herzrhyhtmusstérung
Mitralvitium

0 2 4 6 8 10
Patienten

Abbildung 8 Kardiale Diagnosen.
(KHK: Koronare Herzerkrankung, sowohl 1- als auch 3-GefaR-KHK, AP-Symptomatik: Angi-
na Pectoris-Symptomatik)
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Als nicht priméar kardiale Erkrankungen wurden Adipositas und Niereninsuffizienz
bei jeweils zwei Patienten diagnostiziert. Weitere Erkrankungen wie Zustand nach
Apoplex, rheumatische Arthritis, Diabetes mellitus, Epilepsie, Hyperlipoproteinamie,
Hyperthyreose, kompensierte Niereninsuffizienz und Osteoporose, konnten einmal
festgestellt werden.

Neun Patienten gaben an, regelmafig Medikamente einzunehmen. Davon nahmen
regelmafig acht Patienten B1-Adrenorezeptorenblocker, sechs Patienten Choleste-
rin-Synthese-Hemmer, funf Patienten Antikoagulantien und jeweils vier Patienten
ACE-Hemmer und Thrombozytenaggregationshemmer. Analgetika und Diuretika
nahmen jeweils drei Patienten ein, Angiotensin Il Antagonisten und Protonenpum-
penblocker jeweils zwei Patienten. Weitere Medikamente, die jeweils einmal einge-
nommen wurden, waren Allopurinol, Antirheumatika, Corticosteroide und Schilddri-

senmedikamente (Abb. 9).

B1-Adrenorezeptorenblocker
Cholesterin Synthese Hemmer
Antikoagulantien
ACE-Hemmer
Thrombozytenaggregationshemmer
Analgetika

Diuretika

Angiotensin Il Antagonisten
Protonenpumpenblocker
Allopurinol

Antirheumatika
Corticosteroide
Schilddrisenmedikamente

Medikamente

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Patienten

Abbildung 9 Eingenommene Medikamente

Die praoperativ gewonnenen Entziindungswerte im Blut zeigten bei den Teilneh-
mern einen deutlich erhéhten CRP-Wert von 138.50 + 76.58 (4.20 — 247.60). Der
Normwert fir das Zentrallabor, Abteilung Klinische Chemie, Universitatsmedizin

Géttingen liegt bei < 8,0 mg/l.

4.2 Zahnéarztliche Befunde

Die Ergebnisse der zahnmedizinischen Untersuchung sind in Tabelle 7 einzeln fur
jeden Patienten aufgefihrt. Der durchschnittliche DMF-T lag bei 23.0+£4.0; dabei war
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der Anteil an fehlenden Zahnen (M-T) am hdchsten (13.8+7.1). Der PBI zeigte bei
allen Patienten eine leichte gingivale Entziindung (Median=1). Laut dem erhobenen
Parodontalstatus wiesen sieben Patienten eine ausgepragte und zwei eine modera-
te Parodontitis auf. Ein Patient zeigte eine milde Parodontitis, jedoch bei einem
Restzahnbestand von nur sechs Zahnen.

Patienten
Mundgesundheitspa- =
E\
rameter 12345678910%.}2s
(]
o=
DMF-T (20|25 (24| 28|18 | 21|19 |28 (22| 16| 21,5
D-T (10| 3f(1)J122]0f[0O0] 0] 3| 0|05
Zahnstatus
M-T 11111120 | 22| 5 (18| 7 |14 ]| 9 9 | 11,0
F-T 814|111 | 5| 2| 3 |12|14|10| 7 | 75
Entzin-
_ PpBI [1 1| 2]3]3]|]O0|oOo0of|1]|1]2] 1
dungsindex
keine/
milde
X 1
Parodon-
titis
Parodontal- leichte
status Paro- X X 2
dontitis
schwere
Paro- X X X X X X X 7
dontitis

Tabelle 7 Mundgesundheitsparameter: Zahnstatus, Entziindungsindex, Parodontalstatus.
(DMF-T: Anzahl der zerstorten, fehlenden und gefilliten Zéahne, D-T: zerstorte Zahne, M-T:
fehlende Zahne, F-T: geflllte Zahne, PBI: Papillen-Blutungs-Index, n: Anzahl, X=Diagnose
des Parodontalstatus)

4.3 Ergebnisse der mikrobiologischen Analyse der DNA-Proben

4.3.1 Markerkeimanalytik

Bei allen oralen Proben der zehn Patienten (100%) war DNA der untersuchten pa-
rodontopathogenen Bakterien in einem erheblichen MaRRe festzustellen (Abb. 10,
Tab. 8). Dabei imponierte die stark erhdhte Anzahl von Bakterien des roten Kom-
plexes (Pg, Tf, Td). Die Pravalenz betrug 70-100%.
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Patienten
[(e] (0] ~ [e)] (6)] SN w N =

=
o

mAa
mPg
mTf
mTd
=2Pm
=Fn
uCr
En
mEc

Anzahl nachgewiesener parodontopathogene Bakterien

8 9

Cs

11

Abbildung 10 Am Herzgewebe nachgewiesene parodontopathogene Bakterien

In deutlich geringerer Pravalenz war ein Nachweis in den Herzgeweben detektier-

bar; davon konnte der Nachweis aller elf untersuchter Bakterien mit einer Pravalenz
von 10-40% (V = K = 0-20%) am haufigsten im Atrium erbracht werden (Tab. 8).

Parodonto- Pravalenz der mikrobiologischen Nachweise

pathogene (Anzahl der pos. Proben in %)

Bakterien oral Atrium Ventrikel Klappe
Aa 0 40 0 0
Pg 80 40 0 0
Tf 100 20 0 0
Td 70 20 10 0
Pi 70 20 20 0
Pm 80 10 10 0
Fn 100 10 10 0
Cr 90 30 20 20
En 60 20 10 10
Ec 80 10 10 0
Cs 80 10 10 0

Tabelle 8 Pravalenz der nachgewiesenen parodontopathogenen Bakterien
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In den oralen Proben zeigte sich fir alle Patienten eine ahnliche Verteilung der un-

tersuchten Bakterien; in Atrium, Ventrikel und Klappe lag hingegen eine unter-

schiedliche, bzw. heterogene Verteilung vor (Tab. 9).

Parodontopathogene
Bakterien

Entnahme-
stelle

Patient

10

Aa

oral

Pg

Tf

Td

Pi

Pm

Fn

Cr

En

x| X| X[ X| X

Ec

Cs

Tabelle 9 Verteilung der mikrobiologischen Funde im Mund und am Herzen.
(A: Atrium, V: Ventrikel, K: Klappe)
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Bei funf Patienten waren DNA-Nachweise der stark parodontalpathogenen Bakte-
rien (Aa, Pg, Tf, Td) im Atrium oder Ventrikel festzustellen; zwei dieser Patienten
wiesen die funf Bakterienbefunde im Atrium gemeinsam auf (Tab. 9). Bei lediglich
drei Patienten (Patient: 2, 4, und 6) war keine Bakterien-DNA der untersuchten Bak-
terien im Atrium, Ventrikel oder Klappe zu finden (Tab. 9).

Bis auf Aa lagen alle Bakterien, die aus den parodontalen Taschen analysiert wur-
den, in durchwegs erhéhter Konzentration vor (Tab. 10). Die héchste Konzentration

an Bakterien aus dem Herzgewebe war Score 1.

Parodontopathogene Mikrobiologische Analyse der oralen Proben
Bakterien (Median Score * Standa;c\i/ztr)t\g/)eichung, Bandbreite aller
Aa 0,0 + 0,0 (0-0)
P9 4,0+ 1,6 (0-4)
T 3,0+£0,3(2-3)
Td 2,0 £1,7 (0-4)
Pi 3,5+ 1,9 (0-4)
Pm 2,0+1,1(0-3)
Fn 3,0+ 1,0 (1-4)
cr 2,5+ 1,3 (0-4)
En 1,0£0,7 (0-2)
Ec 3,0+ 1,3 (0-4)
Cs 2,0+ 1,4 (0-4)

Tabelle 10 Score der mikrobiologischen Analysen oraler Proben aller 10 Patienten im Medi-
an (Score 0-4)

4.3.2 Genetische Untersuchung des IL-1-Polymorphismus

Die Bestimmung der IL-1-Genotypen zeigte, dass alle Patienten eine Veranderung
in den IL-1-Genen selbst (Genotyp 2, n=4), im IL-1-Rezeptor (Genotyp 4, n=5) oder
bei beiden aufweisen (Genotyp 3, n=1) (Tab. 11).
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Anzahl der Patienten

Genotyp Allel (n=10)
homozygot negativ n=3
IL-1A -C889 heterozygot n=6
homozygot postiv n=1
homozygot negativ n=4
IL-1B +C3953 heterozygot n=5
homozygot postiv n=1
homozygot negativ n=4
IL-1RN +T2018 heterozygot n=4
homozygot postiv n=2
1 n=0
2 n=4
Genotyp
3 n=1
4 n=5

Tabelle 11 Genetische Untersuchung IL-1-Polymorphismus

4.4 Ergebnisse der proteinchemischen Laboranalyse

4.4.1 Western Blot am Herzgewebe

Im Western Blot konnte fiir Atrium, Ventrikel und Klappe das LBP (big42) in unter-

schiedlicher Quantitat nachgewiesen werden. Dabei war bei allen Patienten (100%)

der Nachweis von LBP in einem der drei Gewebe mdglich. Die héchsten Mengen

waren im Median bei 1,60+0,89 fir die Klappe (n=10) festzustellen; bei Atrium
(0.25£0,14; n=9) und Ventrikel (0,10+0,12; n=8) traten anndhernd gleiche Mengen
auf (Tab. 12). Auch proBNP NT wurde in geringen Mengen im Atrium bei einem
Median von 0,06 + 0,14 (n=6) und im Ventrikel von 0,03 + 0,12 (Tab. 12) bestimmit.
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Median Score + Standardabwei-

é E = Zahl der Patienten mit positiven
© g GE) chung, Bandbreite aller Werte Funden n=10

N v

§ A 0,25 + 0,14 (0,00-0,40) n=9

g Y 0,10 + 0,12 (0,00-0,32) n=8

o

o K 1,60 £ 0,89 (0,91-3,83) n=10

% A 0,06 + 0,14 (0,0-0,42) n=6

0

g_ \Y 0,03 + 0,12 (0,00-0,32) n=4

Tabelle 12 Western Blot-Analyse. Median von LBP und BNP am Herzgewebe

Die Patienten mit den Nummern 6,8,10 zeigten deutlich erhdhte Werte sowohl von

LBP als auch von BNP, vor allem im Atrium (Tab. 13).

Patient

o 5
(0]
< S
g §
X
1 2 3 4
A 0.12 0.1 0.2 0.36
LPB (big42) | V | 0.1 0 0.06 | 0.12
K 2,47 1,52 3,83 1,96
A 0,02 0,06 0,06 0,04
BNP
V 0,03 0,00 0,26 0,03

Tabelle 13 Western Blot-Analyse von LBP und BNP am Herzgewebe, alle Ergebnisse

Vergleicht man die Werte fur LBP und proBNP NT im Atrium, kann man mdogliche

Wechselbeziehungen erkennen (Abb. 11).
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Abbildung 11 Vergleich LBP (big42) gegen proBNP NT im Atrium

Wie Abb. 12 zeigt, waren bei den Patienten, bei denen Pg an der Herzklappe nicht

nachweisbar war, auch die Entziindungswerte erniedrigt. Dies lasst vermuten, dass

das gefundene LBP durch Pg entstanden ist. Ferner zeigt Abb. 12, dass LBP nicht

nur im Atrium, sondern auch in ahnlichen Mengen im Ventrikel nachgewiesen wer-

den konnte.

1

0,8

0,7

0,6

=¢—Dhig42 gegen
GAPDH:Atrium

Score

0,5

0.4
03

0,2 -
0,1 -
0 .

=—big42 gegen
GAPDH:Ventrikel

== Pg oral (ja/nein)

4 5 6
Patient

7 8 9 10

Abbildung 12 Vergleich von LBP ( big42 ) an Atrium und Ventrikel mit oralem Nachweis

von Pg.
(1: positiv, 0: negativ)

50




4.4.2 ELISA des Blutserums

Die Blutseren der Patienten wurden mit dem ELISA-Testverfahren auf LBP und
proBNP NT untersucht. Dabei wurde LBP im Median bei 4,25 gemessen (Tab. 14).

Median Score * Stan- ] .
Zahl der Patienten mit patholo-

Kompartiment dardabweichung, Bandbreite )
gischem Befund n=10
aller Werte
LBP (big42) in pg/ml 4,25 + 3,82 (3,20-15,90) n=1

_ 685,6 + 719,76 (140,8-
proBNP NT in pg/mi n=10
2119)

Tabelle 14 ELISA-Median von LBP und BNP am Herzgewebe

Lediglich bei einer Testperson (n=1) konnte eine erhthte Konzentration (15,9 pg/ml
= Grenzwert des Zentrallabors, Abteilung Klinische Chemie, Universitatsmedizin
Gottingen) festgestellt werden (Tab. 15). Der Median fir BNP lag erwartungsgeman
relativ hoch bei 685,6 pg/ml (Tab. 15). Als Grenzwert wird vom Hersteller 100 pg/ml
fur Manner und 150 pg/ml fir Frauen angegeben. Alle Patienten wiesen einen er-
héhten Wert auf (Tab. 15). Damit entsprach das Ergebnis insofern den Erwartungen

als bei allen Patienten eine Herzinsuffizienz vorgelegen hatte.

I3
8 Patient
g
I
o

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
LBP

6,6 3,2 4,3 7,8 7,5 15,9 35 4,1 4,1 4,2
pg/ml
BNP

1023,00 211,80 | 346,90 | 2119,00 | 150,00 713,90 197500 657,30 1070,00
pg/ml
Geschl. 1 1 1 1 1 0 0 0 1 0

Tabelle 15 ELISA von LBP und BNP am Herzgewebe, alle Ergebnisse.
(Geschlecht: O=weiblich, 1=mé&nnlich, Werte tberhalb des Grenzwertes wurden blau hinter-

legt)
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4.4.3 Histologie und Immunhistochemie am Herzgewebe

Tabelle 16 gibt einen Uberblick (iber die histologischen und immunhistochemischen
Ergebnisse, entsprechend des Scoring fur den HE-Infammation, LBP, CD14 und

CDe68 fur jeden einzelnen Patienten.

. |5
(0]
= =
qé g Patient
© b=t
g §
2
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
A 2 2 2 3 3 3 2 3 2 3
HE-
V 2 2 2 2 2 3 2 2 2 2
Inflammation
K 3 2 3 3 3 3 2 2 2 2
A 2 2 2 2 3 2 1 3 2 2
LBP (big42)
V 2 1 2 2 2 1 1 2 2 2
A 1 2 2 3 2 2 2 3 2 3
CD14
Vv 2 1 2 1 1 2 2 2 2 1
A 1 2 3 2 1 3 2 3 1 2
CD68
Vv 1 1 2 2 2 2 2 1 1 2

Tabelle 16 Ergebnisse der histologischen und immunhistochemischen Untersuchung fir alle
Patienten

Die morphologisch—inflammatorische Untersuchung an den HE-Schnitten zeigte
eine erhohte extrazellulare Inflammation (Zelleinwanderung) mit einem medianen
HE-Score von 3 bei Atrium und Klappe sowie 2 beim Ventrikel.

Die immunhistochemischen Parameter LBP (big42), CD14 und CD68 zeigten nach
einem vorlaufigen Screening bei allen Patienten positive Befunde. Das Scoring zeig-
te fur alle Parameter sowohl im Atrium als auch im Ventrikel einen Median von 2.
Ein Vergleich der HE- Inflammation mit der LBP Konzentration am Atrium mit dem
Grad der Parodontitis zeigt eine gewisse Korrelation (Abb. 13). Lediglich bei Patient

Nr. 5 entspricht die LBP Konzentration nicht den Entziindungszeichen.
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Abbildung 13 Vergleich der histologischen Auswertung des HE-Inflammationsgrades mit
der Proteinanalyse von LBP (big42; beides Atrium) und dem Grad der Parodontitis.

Zur besseren grafischen Darstellung wurden die histologischen Scores sowie der Grad der
Parodontitis mit 10™ multipliziert.
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5 Diskussion

Die vorliegende Pilotstudie untersuchte anhand klinischer, mikrobiologischer, pro-
teinbiochemischer und immunhistochemischer Parameter mogliche Hinweise auf
klinische Zusammenhange zwischen Parodontitis und Herzinsuffizienz. Hierfiir ka-
men verschiedene labordiagnostische Verfahren zum Einsatz, um geeignete Para-
meter flr weitere Studien zu bestimmen. Die Ergebnisse zeigen eine Vielzahl neuer
Erkenntnisse. Zum einen wurde der Nachweis oralpathogener Bakterien-DNA in
Myokardproben (Atrium und Ventrikel) mit einer Pravalenz von 10-40% erbracht;
zum anderen wurde LBP auf protein- als auch immunhistochemischer Ebene so-
wohl in Atrium, Ventrikel und an der Herzklappe gefunden. Schlief3lich konnte der
Nachweis lokaler Entziindungsparameter (HE-Inflammations-Scoring) mit erhdhter
extrazellularer inflammatorischer Zelleinwanderung in allen drei untersuchten Herz-
geweben erbracht werden. In Atrium und Ventrikel wurden zudem der LPS-
Bindungsprotein-Rezeptor (CD14) und Makrophagen (CD68) gefunden. Daneben
ergab die zahnéarztliche Untersuchung, dass neun der zehn Patienten eine modera-
te bis schwere Parodontitis aufwiesen. In den oralen Biofilmproben konnten paro-
dontalpathogene Bakterien des roten Komplexes mit einer hohen Pravalenz detek-
tiert werden (Pg: 80%, Tf: 100%, Td: 70%).

5.1 Patienten

Das Studiendesign, das labortechnische Untersuchungen am Herzgewebe beinhal-
tete, war auf eine Testgruppe von zehn Personen ausgelegt. Davon waren vier
weiblich und sechs mannlich. Das Alter betrug im Median 71,5 Jahre. Das Alter und
der hohere Anteil Manner entspricht somit dem klassischen Risikopatienten fur
Herzerkrankungen (McMurray und Stewart 2000).

Alle Patienten litten unter fortgeschrittenen Herzinsuffizienz als Folge eines Aorten-
vitiums. Sie wurden deshalb einer operativen Mal3nahme zugefiihrt, bei der Material
fir die Studie gewonnen werden konnte. Die haufigste Herzklappenerkrankung in
den entwickelten L&ndern ist die Aortenklappenstenose (Beckmann et al. 2010).
Somit Uberrascht es nicht, dass diese bei acht von zehn Patienten in dieser Studie
diagnostiziert wurde. Als pathogenetische Faktoren fir diese Erkrankung werden
diskutiert: 1. progrediente, sklerotisch-degenerative Verdnderungen mit einer &hnli-
chen Pathogenese wie bei der Atherosklerose (Messika-Zeitoun et al. 2007), oder 2.
eine rheumatisch bedingte Adhasion der Kommissuren mit einer inflammatorischen

Schadigung des Klappenapparats (Classen et al. 2004).
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5.2 Zahnarztliche Befunde

Fur die Erfassung der Mundgesundheit wurden sowohl Karies- (DMF-T) als auch
Parodontalindizes erhoben. Im Vergleich zu den Ergebnissen der Deutschen Mund-
gesundheitsstudie DMS IV 2006 (Micheelis und Schiffner 2006) (DMF-T = 22,1)
deutet der in dieser Studie erhobene DMF-T mit 24,5 auf einen eher schlechten
Mundgesundheitszustand der Patienten hin.

Der Entziindungsgrad der Gingiva wurde mit dem PBI gemessen. Mit einem Median
von eins fiel dieser allerdings relativ niedrig aus. Dieses Ergebnis ist insofern tber-
raschend, da der insgesamt schlechte Zahn- und Parodontalstatus einen deutlich
hoheren Entziindungsgrad vermuten lieBe. Eine mdgliche Erklarung hierfiir kbnnte
das Rauchverhalten der Patienten bieten: Raucher zeigen aufgrund von Verénde-
rungen im vaskularen und zellularen Metabolismus eine Minderdurchblutung der
Gingiva. Dadurch wird der Nachweis eines inflammatorischen Geschehens er-
schwert (Palmer 1999). Die zu erwartende Korrelation mit dem Rauchverhalten
konnte in dieser Untersuchung allerdings nicht bestatigt werden (Biddle et al. 2001).
Eine andere mogliche Erklarung fur den relativ niedrigen Entziindungsindex kénnte
darin liegen, dass der letzte Zahnarztbesuch bei neun Patienten innerhalb des letz-
ten Jahres stattgefunden hatte. Bei funf Patienten war in der Vergangenheit eine
Parodontalbehandlung erfolgt.

Auch Messungenauigkeiten kommen als Ursache in Frage. Die Sondierung wird
generell beeinflusst von Sondierungstechnik, Sondierdruck, GroRe der Sonde und
Anstellwinkel der Sonde. Zudem koénnen subgingivale Konkremente und tberste-
hende Fullungsrander die Messung verfalschen (Listgarten 1980).

Ein besseres Mal3 fur die Parodontalgesundheit als der PBI stellt der Parodontalsta-
tus dar. Die Einteilung erfolgt nach der Definition der Parodontitis von Page und Eke
(2007). Sieben Patienten litten demnach unter einer schweren und drei unter einer
moderaten Parodontitis. Damit wiesen alle Studienteilnehmer eine Form von paro-
dontaler Destruktion auf. Messungenauigkeiten bei der Messung von parodontalen
Taschen liegen in der Literatur bei 0,5-1,3 mm (Haffajee 1996). Die bei dieser Stu-
die ermittelten Werte liegen aber mit einem Median von 6,5 und einem CAL von 8
deutlich im pathologischen Bereich (Page und Eke 2007). Somit sind Messungenau-

igkeiten als Ursache fiir diese Ergebnisse nicht relevant.
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5.3 Mikrobiologische Untersuchung

5.3.1 Mikrobiologische Untersuchung des Mundes

Der Nachweis von oralen Bakterien wird heute Ublicherweise Uber PCR-Verfahren
erbracht, deren Anwendung relativ einfach und kostenginstig ist. Das Handling die-
ses Verfahrens ist gegenuber einer Zellkultur deutlich zuverlassiger, da man keine
lebenden, evtl. auch noch anaeroben Organismen - wie z.B. Pg - transportiert, son-
dern lediglich deren DNA. Es wurde bewiesen, dass die PCR genau so sicher den
Nachweis erbringt wie die Zellkultur (Eick und Pfister 2002; Boutaga et al. 2003;
Haffajee et al. 2009).

Der fur eine aggressive Form der Parodontitis stehende Keim Aac wurde bei keinem
Patienten nachgewiesen. Dafur war die Anzahl der paradontopathogenen Bakterien
vermehrt und auch deren Konzentration deutlich erhdht. Gerade die besonders viru-
lenten Keime, also Tf und Pg (Genco 1996), waren auffallend deutlich &fter zu fin-
den. Tf war bei jedem Patienten in einer stark erhdohten (Score 2-3) Konzentration
vorhanden (Pravalenz 100%). Pg war lediglich bei zwei Proben nicht nachweisbar
(Pravalenz 80%), bei den anderen jedoch in einer sehr stark erhéhten Konzentration
(Median 4).

Aufgrund des Verteilungsmusters der Bakterien im Mund kann man demnach bei
den Patienten dieser Studie von einer chronischen Parodontitis ausgehen. Dies
deckt sich mit dem gesuchten Krankheitshild einer chronischen Erkrankung wie der
Herzinsuffizienz. Einschrdnkend muss man hinzufiigen, dass das Auftreten be-
stimmter parodontopathogener Bakterien, wie Aac. oder Pg alleine, keine Aussage
zur Art der Erkrankung zulassen (Mombelli et al. 2002; Sbordone und Bortolaia
2003).

5.3.2 Mikrobiologische Untersuchung des Herzgewebes

Zum Vergleich der Bakterienlast im Mund mit der am Herzgewebe eignet sich be-
sonders die PCR-Analyse. Hierbei konnte, ahnlich wie schon bei den oralen Proben,
bei allen zehn Patienten parodontopathogene Bakterien (Pravalenz = 100%) nach-
gewiesen werden. Bei allen Patienten in dieser Studie wurde die grof3te Anzahl von
Keimen im Atrium detektiert (Pravalenz Atrium = 70%, Ventrikel = 40%, Klappe =
20%). Auffallend ist der ausgepragte Unterschied in der Préavalenz der parodontopa-
thogenen Bakterien zwischen Atrium-, Ventrikel- und Aortenklappe. Eigentlich hatte
man erwartet, dass an der Klappe, die soweit pathologisch verandert war, dass sie
operativ entfernt werden musste, die hochste Pravalenz an parodontalpathogenen

Bakterien nachzuweisen gewesen ware. Ganz im Gegenteil fanden sich aber an der
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Klappe nur Cr und En und kein Erreger aus dem hochpathogenen roten Komplex,
die aber alle im Atrium nachgewiesen werden konnten. Auch im Ventrikel konnten
aus dem roten Komplex nur Td nachgewiesen werden, dazu aber alle anderen in
dieser Studie untersuchten parodontopathogegen Bakterien. Dies kdnnte ein Hin-
weis darauf sein, dass die fir die Parodontitis bedeutsamen Erreger bei der Besied-
lung der Herzklappen eine eher untergeordnete Rolle spielen. Allerdings konnte mit
der hierbei verwendeten PCR-Analyse nur eine geringe Konzentration an Bakterien
nachgewiesen werden. Somit ist die Keimbelastung insgesamt als gering einzustu-
fen. Diese Ergebnisse sind damit der erstmals beschriebene Nachweis parodontal-
pathogener Bakterien-DNA im humanen Myokardgewebe.

Bislang gibt es keine humanen klinischen Studien, die den Nachweis oraler Bakte-
rien (-DNA) im Myokard aufzeigen konnten oder systematisch untersucht haben.
Lediglich in Arterioskleroseplagues (Haraszthy et al. 2000; Ott et al. 2006; Aimetti et
al. 2007) und Herzklappen (Nakano et al. 2009) wurden bisher Bakterien nachge-
wiesen. Nakano et al. (2009) untersuchten bei 203 Patienten kardiales Gewebe, das
sowohl von den Herzklappen als auch von Teilen der Aortenwand stammte. Dabei
wurden Primer fur Aac, Pg, Tf, Td, Pi, Cr sowie fur sechs Streptokokkenarten ver-
wendet. Auch er konnte Parodontopathogene nachweisen, allerdings mit einer deut-
lich geringeren Pravalenz (35% Aac, 15% Pg) als in der vorliegenden Studie.

5.3.3 Vergleich der oralen und kardialen mikrobiellen Nachweise

Die Messverfahren zeigten eine hohe Bakterienkonzentration bei den oralen Proben
(Medianscore 2,5) und eine geringe am Herzen (maximal Score 1). Von weiteren
Untersuchungen mit der real-time PCR als Referenzverfahren (Morillo et al. 2003)
wurde abgesehen, da das verwendete semiquantitative Nachweisverfahren mit ei-
ner Sensitivitat fur Pg von 96,4% (Eick et al. 2011) sehr zuverlassig ist. Limitierend
bezlglich der Genauigkeit des Messergebnisses kénnte eine mégliche Verunreini-
gung der Proben mit Stoffen wie Hamoglobim, Laktoferrin, Immunglobulin G oder
Kollagen gewesen sein (Jentsch et al. 2004; Hanioka et al. 2005; Eick et al. 2011).

Der Hain microlDent (Hain Lifescience, Nehren, Deutschland) ist ein Test, der spe-
zZiell far die Mundhohle entwickelt wurde. Im parodontalen Sulkus lassen sich auch
beim Gesunden parodontopathogene Bakterien nachweisen (Conrads 1999). Daher
erfolgt bei dem microlDent ein cut-off ab 10° bei Aac bzw. 10* (entspricht Score 0)
bei allen anderen Genomagquivalenten (Eick und Pfister 2002). Es ist nicht bekannt,
wie hoch die Konzentration parodontopathogener Bakterien beim gesunden Herz
liegt. Es ist plausibel, dass schon der Nachweis geringer Bakterienkonzentrationen

einen Hinweis auf einen krankhaften Zusammenhang geben kann.
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Wie bereits oben beschrieben, zeigte sich beim Vergleich der drei Kompartimente
die hdchste Konzentration im Atrium und die niedrigste an der Klappe. Dies ist inso-
fern Uberraschend, da man die starkste Konzentration im Bereich der pathologisch
veranderten Klappen erwartet hatte. Diese Ergebnisse legen nahe, dass die ge-
suchten parodontopathogene Bakterien besser am Endothel des Herzmuskels als
am Endothel der Herzklappe anhaften. Andererseits ist es vorstellbar, dass gerade
bei der Aortenstenose das stromende Blut und damit die parodontopathogenen
Bakterien im linken Vorhof langer verweilen und damit leichter ,andocken® kénnen
als es im Bereich der verengten Klappe mdglich ist, wo das Blut mit deutlich héherer
Geschwindigkeit vorbeiflie3t (Dasi et al. 2009).

5.3.4 Genetische Untersuchung

Neben beeinflussbaren Risikofaktoren wie Rauchen und Mundhygiene werden seit
einiger Zeit auch die angeborenen Faktoren fir das Entstehen einer Parodontitis
intensiv diskutiert. Kornman (1997) konnte einen Genotyp des IL-1 Zytokins mit dem
Schweregrad der Parodontitis in Zusammenhang bringen. Er zeigte, dass beide
Isoformen einen Polymorphismus aufweisen kénnen, der verstarkt bei Patienten mit
ausgepragter Parodontitis vorkommt. Dabei handelt es sich um Position -899 bei IL-
1A, sowie +3953 bei IL-1B (wird auch als +3954 bezeichnet) (Laine et al. 2010).
Zusammen mit einem Polymorphismus an Postiion +2018 des IL-1 Rezeptors IL-
1RN konnten zwei weitere Genotypen erkannt werden.

In zahlreichen Folgestudien wurden diese Zusammenhange Uberprft. Die Studien-
lage ist aber bis heute uneindeutig. Die Gruppe um Lang und Tonetti haben 122
Veroffentlichungen verglichen und sind zu dem Schluss gekommen, dass man nicht
von einer Evidenz ausgehen kann (Huynh-Ba et al. 2007). Laine et al. (2010) hinge-
gen gehen davon aus, dass ein Zusammenhang nur bei bestimmten ethnischen
Gruppen herzustellen ist. Nach aktueller Studienlage ist eine Assoziation zwischen
IL-1-Polymorphismus und Parodontitis bei Kaukasiern wahrscheinlich (Kebschull et
al. 2010; McGuire und Nunn 1999; Socransky et al. 2000; Agrawal et al. 2006;
Lépez et al. 2005; McDevitt et al. 2000). Bei Afro-Amerikanern hingegen trifft dies
nicht zu (Walker 2000). Studien aus Indien konnten zwar Tendenzen feststellen,
jedoch keine signifikante Relation herstellen (Archana et al. 2012; Masamatti et al.
2012).

Zhou et al. (2012) haben eine Meta-Analyse veroffentlicht, die Zusammenhange
zwischen koronarer Herzerkrankung und IL-1-Polymorphismen untersucht. Die drei-

zehn untersuchten Studien sprechen allerdings gegen einen Zusammenhang.
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Bei den hier prasentierten Ergebnissen wurde der GenoType IL-1-Test (Hain
Lifescience, Nehren, Deutschland) modifiziert angewendet. Anstelle eines Sulkus-
abstriches wurde auf Plasma zuriickgegriffen, was aber kein untbliches Verfahren
darstellt (Archana et al. 2012; Stashenko et al. 2011). Bei unserer Untersuchung
hatten alle Patienten eine mittlere bis schwere Parodontitis. Keiner wies den IL-1-
Genotyp 1 mit normaler Entziindungsreaktion und ohne Risiko fur progressive Pa-
rodontitis auf. Bei vier Patienten wurde eine erhéhte (entspricht Genotyp 2) und bei
einem Patienten eine stark erhdhte Entzindungsreaktion (entspricht Genotyp 3)
nachgewiesen; bei funf Patienten bestand eine verminderte Entziindungshemmung
(entspricht Genotyp 4). Dieser Befund wirde zum Uberdurchschnittlich ausgeprag-
ten Grad der Parodontitis passen. Die Tatsache, dass lediglich vier der Patienten
unter einer KHK litten, kann die Analyse von Zhou et al. (2012) weder bestatigen
noch widerlegen. Keiner der Patienten wies den Genotyp 1 auf; somit ist nach den
Erkenntnissen dieser Studie eine Korrelation von genetischem Risiko flr eine Herz-

insuffizienz und IL-1-Polymorphismus bzw. Parodontitis durchaus maéglich.

5.4 Proteinnachweis

5.4.1 Proteinnachweis am Herzgewebe (Western Blot, Inmunhistochemie

und Histochemie)

Parodontopathogene Bakterien kénnen den Herzmuskel auf verschiedene Weise
schadigen. Lee et al. (2005, 2006a, 2006b) untersuchten in einer In-vitro-Studie die
Mechanismen und Auswirkungen von LPS, einem Endotoxin gram-negativer Bakte-
rien, am Herzmuskel. Diese und weitere Studien (Wu et al. 2008) konnten Auswir-
kungen von LPS flr Hypertrophie und Apoptose von Kardiomyocyten feststellen.
Wie oben (siehe 2.3) aufgefiihrt, zeigt Kebschull et al. (2010) ein Modell fiir eine
mogliche Schadigung des Herzmuskels durch die Aktivierung des Immunsystems
mit einer Expression von Zytokinen (TNF-a, IL-1, IL-6 und CD14) . Dies kann zu
einem negativ inotropen Effekt auf das Myokard flhren, was eine Hypertrophie und
schlieBlich ein Remodeling des Myokards zur Folge hat (Seixas-Camb&o und Leite-
Moreira 2009). Auch bei degenerativen Aortenklappenveranderungen wird ein akti-
ver Entziindungsprozess am Endokard angenommen (Parolari et al. 2009).

Wang und Ohura (2002) konnten zeigen, dass LPS von parodontalpathogenen Bak-
terien, wie Porphyromonas gingivalis, Uber LBP an CD 14 und im weiteren an Toll-
like-receptor (TLR4) von gingivalen Fibroblasten bindet und nachfolgend sekundére
Signalwege aktiviert werden. Durch diesen Vorgang werden im Weiteren parodonta-

le Makrophagen angeregt (Zhou et al. 2005). Nach heutigen Erkenntnissen kann
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LPS nicht nur myokardrelevante Mediatoren in Immunzellen induzieren, sondern
auch Myokardzellen selbst manipulieren (Bozkurt et al. 1998; Baumgarten et al.
2001 2002; Nemoto et al. 2002).

Wenn man nun von einer direkten Verbindung von LPS zu dem Krankheitsbild der
Herzinsuffizienz ausgeht, so missten die Bakterien eine Schadigung im Myokard
des Ventrikels verursachen. Mit der Proteinanalyse konnte bei allen Herzklappen,
bei neun von zehn Atrien und bei acht Ventrikeln, LPS-bindendes-Protein nachge-
wiesen werden. Dabei waren die Konzentrationen bei den Herzklappen deutlich
héher (Median 1,60 +- 0,89) als im Herzmuskel (Median Atrium Ventrikel). Aller-
dings ist bekannt, dass selbst niedrige Mengen Endotoxin (vergleichbar mit den
Mengen von Herzinsuffizienz-Patienten in vivo) in der Lage sind, signifikante Men-
gen von TNF zu produzieren (In-vitro) (Sharma et al. 2005a). Somit ist es durchaus
vorstellbar, dass auch die gefundene geringe Konzentration von LBP zu einer durch
LPS hervorgerufenen Schadigung fuhren kann.

In der hier vorliegenden Studie wurde der LBP Marker big42 der Fa. Biometec ver-
wendet. Dieser bindet LPS und I6st tGber TLR-4 und CD14 die oben aufgefiihrte
Inflammationskaskade aus, welche fiir das Endotoxin der meisten gram-negativen
Bakterien gilt, so auch fir Aac, Fn und auch E.coli (Yoshimura et al. 2002; Liu et al.
2008). Die zwei wichtigsten Isoformen von Pg, die durch ihre lonenmasse gekenn-
zeichnet sind (Kumada et al. 1995), reagieren aber antagonistisch zu TLR-4 (Yos-
himura et al. 2002) und kénnen nur an TLR-2 gebunden werden (Kebschull et al.
2010). Wie Yoshimura zeigen konnte, sind die lokalen Auswirkungen zwar &hnlich,
allerdings gilt dies nicht fur das Herz (Yoshimura et al. 2002). Hier zeigt das LPS
von Pg im Gegensatz zu dem von E.coli keine pathologischen Auswirkungen.

Eine Assoziation mit Aac oder Fn ist aber durchaus méglich. Nakano (2009) hat in
einer ahnlichen Arbeit 203 Patienten auf primar orale Bakterien am Herzen oder an
herznahen Gewebe untersucht. Dabei war das am haufigsten gefundene gram-
negative Bakterium das Aac. Das Patientenkollektiv der vorliegenden Pilotstudie
zeigte zwar keine orale Belastung mit Aac, jedoch konnten an vier Proben des Atri-
ums dieser Keim isoliert werden.

Bei der Pathogenese der LPS-bedingten Myokarddysfunktion spielt die Myokardex-
pression von proinflammatorischen Mediatoren eine entscheidende Rolle (Bozkurt
et al. 1998; Mann 2002). Insbesondere CD 14 nimmt in diesem Zusammenhang
eine wichtige Rolle ein (Wright et al. 1990; Fearns et al. 1995; Kopp und Medzhitov
1999; Cowan et al. 2000). Zudem gilt CD 14 fur verschiedene Zelltypen als ein mog-
licher LPS-binding-Rezeptor (Fearns et al. 1995). Entsprechend sind LBP und CD

60



14 wichtige Parameter zur Beurteilung LPS-bedingter immunologischer Verande-
rungen im Myokard.

Beim Vergleich der aktuellen Studienlage mit den ersten Ergebnissen unserer Klini-
schen Studien ist zu bertcksichtigen, dass die bisher vorliegenden Untersuchungen
durch den Umstand limitiert sind, dass die Mechanismen in Tierversuchen (z.B.
Mausen, Raten) oder Zellkulturen aufgezeigt wurden. Darlber hinaus gibt es tber-
wiegend den Nachweis auf Proteinebene durch Western Blot oder PCR-Analyse.
Dabei konnten diese Untersuchungen zeigen, dass der LPS—Effekt in Kardiomyocy-
ten Uberwiegend von CD 14 vermittelten LPS-Antwort abhangig ist (Comstock et al.
1998; Knuefermann et al. 2002). Baumgarten et al. (2006) und Panaro et al. (2008)
stellten in diesem Zusammenhang fest, dass es in Anwesenheit von LPS zu einer
gesteigerten CD14 Expression in Kardiomyocyten kommt. Dagegen zeigten Cowan
et al. (2000), dass es durch bakterielle Toxine unabhangig von CD 14 zur Aktivie-
rung von Kardiomyocyten-Signal-Transduktionswegen kommen kann.

Die in unserer Studie erzielten Ergebnisse konnten zunachst ein erhéhtes Vorliegen
von LBP (big42) auf der Proteinebene fir alle drei Herzgewebe (Atrium, Ventrikel,
Klappe) aufzeigen; dies spricht fir ein Vorliegen von (unspezifischen) LPS am hu-
manen Myokard. Des Weiteren konnten wir erstmals einen positiven (erhdhten)
LBP-Nachweis in Kardiomyocyten sowohl im Atrium als auch im Ventrikel auf im-
munhistochemischer Ebene feststellen. Durch den immunhistochemischen Nach-
weis von CD 14 konnten wir die bisher bekannten Erkenntnisse einer erhéhten CD
14-Expression in Myokardzellen bei vorliegenden LPS (hier Gber LBP) bestatigen.
Beziglich der klinischen Rickkopplung ist anzumerken, dass durch eine LPS-
induzierte CD 14 Expression eine links-ventrikulare Dysfunktion begunstigt werden
kann (Knuefermann et al. 2002). In einer klinischen Studie von Conraads et al.
(2004) konnte gezeigt werden, dass eine LPS-Stimulation mit einer erhéhten CD 14
Expression (im Blut) einhergeht, welche im Weiteren zu einer immunologischen
Dysbalance bei chronischen Herzerkrankungen fiihren kann. Diese Erkenntnisse
sind fur die Interpretation der ersten Erkenntnisse unserer Pilotstudie von Bedeu-
tung. Dabei ist zu beriicksichtigen, dass nicht die Bakterien selbst, sondern die ex-
primierten LPS einen negativen Effekt auslésen konnten. Erst durch den Zerfall der
Bakterien werden die in ihrer &ufReren Hulle befindlichen Lipopolysaccharide (LPS)
freigesetzt (Raetz 1990). Dies ist aufgrund der hohen Pravalenz der parodontal er-
krankten Patienten und der mikrobiologischen Befunde plausibel.

In der weiteren Betrachtung eines inflammatorischen Prozesses konnte ein erhéhter
Nachweis von CD68 in den Myokardproben immunhistochemisch nachgewiesen

werden. CD 68 ist ein Marker fur das Vorliegen einer chronischen Entziindung, der
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auf Monozyten/Makrophagen exprimiert wird. Devaux et al. (1997) konnten an hu-
manen Herzproben zeigen, dass CD68 bei verschiedenen chronischen unspezifi-
schen inflammatorischen Herzerkrankungen festzustellen ist. Dabei steht das Vor-
liegen von CD68 und CD14 anscheinend in einem engen Zusammenhang; so wird
CD14 vor allem auf Makrophagen (CD68) exprimiert. Der zusatzlich angewendete
HE-Score bestéatigt die gesteigerte inflammatorische Zelleinwanderung, die die vor-
liegenden immunhistochemischen Ergebnisse zeigen. Somit konnten erstmals de-
tektierte Befunde der ausgewahlten Parameter am humanen Myokardproben aufge-
zeigt und in einen systematischen Zusammenhang gebracht werden.

Luchner et al. (1998) fand Ende der 1990er Jahre heraus, dass die Genexpression
von BNP an unterschiedlichen Orten erfolgt. Im Anfangsstadium einer Herzinsuffizi-
enz erfolgt die Ausschittung hauptsachlich im Atrium. Bei einer manifesten Herzin-
suffizienz verschiebt sich die Expression hauptsachlich zum Ventrikel hin. In unserer
Studie wiesen sechs Patienten im Atrium hohere Werte auf als im Ventrikel. Diese
Ergebnisse wirden bestatigen, dass BNP nicht gleichméaRig in beiden Komparti-

menten gebildet wird.

5.4.2 Proteinnachweis im Blut

LBP wird als Akute-Phase-Protein bei einer Entziindung verstarkt ausgeschiittet
(Myc et al. 1997). In niedriger Konzentration kommt es auch beim Gesunden vor
(Pavcnik-Arnol et al. 2004). Bei verschiedenen Krankheiten wurde die Bedeutung
von LBP als Biomarker identifiziert, z.B. fiir das Colorektale Karzinomrisiko (Chen et
al. 2011), das Systemic Inflammatory Response Syndrom (Myc et al. 1997) und bei
Sepis (Blairon et al. 2003; Pavcnik-Arnol et al. 2004; Lepper et al. 2007).

Die in dieser Studie untersuchten Serum-Proben auf LBP waren nur bei einem Pati-
enten - nach Berner et al. (2002) - mit 15,9 pug/ml grenzwertig leicht erhoht. Dieser
Befund steht im Gegensatz zum erhéhten Nachweis von LBP im Gewebe. Auch als
Biomarker fur die Herzinsuffizienz kommt LBP nicht in Frage. Die BNP-Werte, die
bei allen Patienten erwartungsgemal im pathologischen Bereich (Luchner et al.
2003) lagen, konnten mit den Werten des LBP in dieser Studie nicht in Zusammen-

hang gebracht werden.

5.5 Starken und Schwéachen der Studie

Bei der Beurteilung der Ergebnisse bleibt zu berticksichtigen, dass erst zehn Patien-
ten in die Pilotstudie eingebunden wurden. Entsprechend lassen die Ergebnisse
keine Schlussfolgerungen hinsichtlich definitiver Zusammenhange von Parodontitis

und Herzinsuffizienz zu. Bei der Beurteilung der mikrobiologischen Ergebnisse
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(Préavalenzen) an den Myokardproben ist zu bertcksichtigen, dass der verwendete
mikrobiologische Test (mit PCR-Analyse) ein Nachweisverfahren zur Identifizierung
der DNA oraler Bakterien in der Mundhghle ist und somit eine geringe Sensitivitat
fur humanes Myocardgewebe besteht. Jedoch diente diese Nachweismethode einer
ersten Orientierung. Zudem konnten erstmals parodontalpathogene Bakterien am
humanen Myokard nachgewiesen werden. Des Weiteren konnten wir mit den bishe-
rigen Untersuchungsparametern nicht eindeutig verifizieren, ob der LBP-Nachweis
durch die oralen Bakterien bedingt ist. Hierflir ware nachfolgend ein spezifischer

LPS-Nachweis notwendig.

5.6 Schlussfolgerung

Aufbauend auf den Ergebnissen dieser Pilotstudie sollten Folgeuntersuchungen die
Ergebnisse bestétigen. Dabei gilt es zu klaren, ob parodontalpathogene Bakterien-
DNA im Myokard nachgewiesen werden kdnnen und ihre Toxine (LPS) an Myokar-
dgewebe binden sowie im Weiteren Entzindungsreaktionen in den Myokardzellen
verursachen. Die ausgewahlten Parameter LBP, CD14 und CD 68 stellen dafir ge-
eignete Parameter dar. Somit kdnnte der Studienaufbau an einem gréf3eren Patien-
tenkollektiv zur Klarung maoglicher (Kausal-)Zusammenhange von Parodontitis und
Herzinsuffizienz einen Beitrag leisten.

Bei allen untersuchten Patienten lag eine Herzinsuffizienz vor, welche letztlich die
Indikation zur operativen Klappenrevision darstellte. Fir ein ideales Modell wére es
wlinschenswert, eine Patientengruppe zu finden, bei der zwar eine Herzinsuffizienz
vorliegt, welche aber nicht ausschlie3lich in Zusammenhang mit einer Aortensteno-

se steht.
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6 Zusammenfassung

Ziel der Studie: Ziel dieser Pilotstudie war die Verifizierung eines Studienmodells
sowohl mit geeigneten klinischen, mikrobiologischen, proteinbiochemischen als
auch mit immunhistochemischen Parametern zur Klarung mdéglicher Kklinischer Zu-
sammenhange zwischen Parodontitis und Herzinsuffizienz.

Material und Methoden: Fir die Studie wurden zehn Patienten ausgewahlt, denen
aufgrund einer Aortenklappenersatzoperation Herzgewebe entnommen wurde. Das
im Rahmen der Operation abgenommene Blut sowie das entnommene Gewebe aus
Klappe, Atrium und Ventrikel wurde zur weiteren Analyse im Labor gesichert. Bei
den teilnehmenden Patienten wurden sowohl der Zahn- und der Parodontalstatus
erhoben als auch Proben aus parodontalem Sulkus und von der Wangenschleim-
haut genommen. Diese Proben wurden mit mikro- und molekularbiologischen Ver-
fahren auf parodontopathogene Bakterien und IL-1-Polymorphismen untersucht.
Das oben beschriebene Herzgewebe wurde mit dem Western Blot-Verfahren pro-
teinchemisch analysiert. Hiermit erfolgte der Nachweis von LBP und proBNP NT.
Zusatzlich wurde versucht, LBP und proBNP NT mit dem ELISA-Verfahren auch im
Blut der Patienten nachzuweisen. Des Weiteren wurden die Gewebeproben histolo-
gisch und immunhistochemisch aufbereitet und auf HE-Inflammation, LBP, CD14
und CD68 gescored.

Ergebnisse: Bei allen Patienten konnte eine stark bis sehr stark erhéhte Anzahl von
Bakterien (>10%) des roten Komplexes nachgewiesen werden. Dieselben Bakterien
wurden an Atrium und Ventrikel gefunden. Es scheint also, dass Bakterien aus der
Mundhohle den Weg zum Herzen finden und sich am Gewebe dort anlagern kon-
nen.

Alle Patienten hatten einen IL-1-Genotyp, der mit einem erhdhten genetischen Pa-
rodontitisrisiko oder einer verminderten genetischen Entziindungshemmung einher-
geht. Bei den Untersuchungen am Herzgewebe wurden die hdchsten Konzentratio-
nen von LBP am Klappengewebe gefunden, was im Gegensatz zur Pravalenz der
parodontopathogenen Bakterien steht. proBNP NT wurde bei sechs (Atrium) bzw.
vier (Ventrikel) Proben mit einem erhdhten Wert gemessen.

Die Untersuchung des Blutserums auf LPS und BNP zeigte, dass kein Zusammen-
hang zu der LBP-Konzentration am Herzen oder dem Inflammationsgrad hergestellt
werden kann. Allerdings bestétigten die erhohten BNP-Werte eine Herzinsuffizienz
bei allen Patienten.

Die histologische Laboranalyse ergab, dass die Entziindungsparameter CD14 und

CD 68 ebenfalls in erh6hter Konzentration exprimiert waren.
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Alle untersuchten Patienten wiesen bei erhdhtem genetischen Parodontitisrisiko
eine moderate bis schwere Parodontitis auf. Die gewonnenen Ergebnisse zeigen,
dass sowohl die parodontopathogenen Bakterien aus der Mundhdhle als auch de-
ren Toxin, das Lipopolysaccharid, nicht nur an der Klappe, sondern auch im Herz-
muskel von Atrium und Ventrikel nachgewiesen werden kdnnen. Die hierfur ange-
wandten labortechnischen Untersuchungsmethoden, PCR, Western Blot und Im-
munhistochemie konnten sinnvoll eingesetzt werden.

Die Studie zeigte das Vorhandensein von oraler Bakterien-DNA im humanen Myo-
kard, wo auch das LBP protein- und immunhistochemisch nachgewiesen wurde. In
weiteren immunhistochemischen Analysen wurde dartber hinaus CD14 (LBP-
Binding-Rezeptor) und CD 68 (Makrophagen) erfasst. Weitere Untersuchungen sind

jedoch erforderlich. Hierbei kénnte das vorgestellte Modell einen Weg darstellen.
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7 Anhang
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parodentaler Gesundheit und verschiedenen Herzerkrankungen
— Eine Fall-Kontrall-Studie und vergleichence Studie hinsichtlich
der Besiedelung der Mundhdnle und des Endo- und
Myokardgewedes mit naracantopathogener Bakteren

Antragsteller: Prof. Or. mec. dent. Rainar F. Mausberg, Dr. med. dent. Dirk
Ziekalz, Abt. Zahnerhaltung, Praventve Zahnheilxunde und
Parodentologie,

Prof. Dr. Dial -Phys. Friecrich Schondube, Dr. med. Nils
Teucher, Akt Thorax- Herz- und GefaBchirurgie
Doktorardenlin: Julia Schmidt, Chrisioph Rosi, Stefan Krabs

Prifpizn
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Sehr geehrer Herr Prof. Dr. med. dent. Rainer F. Mausoerg,

Nach Erganzung dar vorliegenden Do<urnente und Beantwortung dar im vorldufigen Votum aufgefihrlen
Fragen besiehen nunmehr kelne ethischen und rechtichen Bedenken gegen die Durchfihrung des oben
ganannten Farschungsvorhabens,

\Wir wunschen viel Erfelg bei der DurchiGhrung lhres Projektes

Cra Etric-Kommission weis: darauf hin, dags dic arztliche und juristische Vierantwertung v den jeweiligen Profirzien
werieinl

Aul die Tehaltung einschiig eer Geselze und Rechisvorschrilten wird hingewiesan. Die nach Recrta'sge notwendigen
Untarrichiungen {u. A. Fridplananderungen entsprechande Zywischenfallsereignisse, neoe Datendage, Nachimeldung van
Frofzentren, Shachlussbencht) sind der Ethik-Kommiasion unverziglich verzulegen.

Crz Etnic-Kommission bestatigt, dass sie au Grundlage nationaler Geselze, Vorschiiften sovie der GCPATH-Richt e
arbeital,

/'f:‘I—i;—f-r-e}T‘.'lichen riten

fof!  Brockméller
Vorsitzender der Ethik-Kommission

Abbildung 14 Ethikvotum
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Prof. Dr. mad. dent. Rainer F. Mausberg; Georg-August-Universitat Géttingan, Zentrum
Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde,; Abteilung Zahnerhaltung und Praventive Zahnhailkunde
und Parcdoniologie; Robert-Koch-Str. 40, 37075 Gotlingen; Tel.: 0551/3922877

Patientenaufklarung
Klinisch - Experimentells Studie zur méglichen Assoziation
parodontaler Gesundhait und varschiedenan Herzerkrankungen®

Sehr geehrte Patlentin, sehr geehrter Patient!

Parodontitis ist eine Zahnflelscherkrankung mit Verdust des Zahnhalteapparates bis hin zum
Abbau des Kieferknochens, Als Felge kénnen betroffens Zahne wverloren gehen, Die
Entzindung des Zahnhalteapparates entwickelt sich aus einer Entzindung des
Zahnfleisches. Dabel spielen viele verschiedene Faktoren eine Rolle: Plague, bestimmie
Baktarien, kirpereigens Abwehr, aber auch systemische Erkrankungen oder Medikamente.
Die Entziindung des Zahnhalteapparates ldsst sich mit Hilfe von Sonden (ggf. Messung von
Zahnfleischtaschen) und Réntgenbildern, die den Knochenabbau zeigen. diagnostizieran,
Zahnfleischiluten und zunehmende Lockerung des Zahnes kinnen weitere Hinweaise geben.
Bakterielle und mikrobielle Untersuchungen kénnen zudem eine genauere Auskunft dber

Krankheitszustand und Risikofakioren geben.

Grund dieser Studie ist die Oberprifung der klinischen Zusammenhange von systemischen
Erkrankungen (in diesem Fall verschiedene Herzerkrankungen) mit Erkrankungen des
Zahnhalteapparates. Zial dieser rein wissenschaftlichen Untersuchung soll es sein, Patientean
mit Herzerkrankung hinsichilich méaglicher Zusammenhange zwischen der Parodoentitis und
dar Herzerkrankungen zu untersuchen. Mit lhrer Telnahme kénnen Sie uns helfen
harauszufinden, ob und welche Zusammenhinge zwischen den beiden Erkrankungen

axistieran.

Um Aussagen Ober den jeweiligen Mundhygiene- und Entzindungszustand zutreffen zu
kénnen, werden spazielle Indizes arhoben, die sich aus einem Kariesindex DMF-T, ainam
Entziindungsindex PBl und dem Parodontalstatus (Messung der Zahnfleischiaschen,
Feststellung der Zahnlockerung) zusammensetzen. Zusdtzlich erfolgt die Bestimmung von
vorhandenan Bakierien mittels Papierspitzen. Die Untersuchungen an lhren Zahnen und an
lhrem Zahnfleisch fihrt ein Dekiorand (3. Semester Zahnheilkunde) der Abt. Zahnerhaliung,
Priventiven Zahnheikunde uns Parodontologie der Universitatsmedizin Gottingen nach

Absprache mit Ihrem betreuendam Arzt durch.

Abbildung 15 Patientenaufklarung Seite 1
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Des Weaiteren bitten wir Sie, einige Fragen zu lhrem Allgemeinzustand, Lebensgewohnheitan
und Parodontalzustand zu beantworten. Bitte versuchen Sie diese Fragen wahrheitsgeman
und méglichst genau zu beantworten.

Der Zeitraum der Untersuchung ist ein Tag nach der Operation geplant und wird bei lhnen
auf Station am Bett durchgeflhrt. Der Mehraufwand an Zelt pro Untersuchung betragt ca. 15
Minuten; es entstehan flr Sie keine zusiizlichen Kosten. Risiken und Nebenwirkungan bei
der Durchfilhrung der Untersuchung sind nicht zu erwarten bzw. bestehen nicht, da kKeine
Madikamente, operative Eingriffe oder Anfertigungen von Rontgenaufnahmen notwendig
gind. Im Rahmen der postoperativen Malnahmen sind Sie aniibiotisch abgedeckt und es
ardbrigt sich aine eventuell notweandige Endokarditisprophylaxe.

lhre personenbezogenan Daten unterliegen dem Datenschutz und werden vom Leiter der
Prifung nicht  weitergegeben.  Sle  werden anonymisiert behandelt, nur zu

Untersuchungszwecken verwandet und nach der Auswertung vernichtet
Wir bitten um die freiwilige Teilnahme an der Studie. Sie kénnen jederzeit die Teilnahme
widerrufen, chne Angabe von Grinden und ohne Machteile erwarten zu missan. Nach |hrem

Widerruf erfolgt unverziglich die Vernichtung lhrer personenbezogenen Daten.

Fir Rickfragen stehen Ihnen der Studienleiter und der durchfiihrende Zahnarzt unter o.g.

Telefonnummenn zur Verflgung.

Vielen Dank far Ihre Teilnahme.

Ort und Datum Unterschrift

Abbildung 16 Patientenaufklarung Seite 2
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Prof. Dr. mad. dent. Rainer F. Mausberg; Georg-August-Universitat Géttingan, Zentrum
Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde,; Abteilung Zahnerhaltung, Praventive Zahnheilkunde und
Parodontologie; Robert-Koch-3ir. 40, 37075 Gottingen, Tel.: 0551/3822877

Einverstandniserklarung
Klinisch - Experimentells Studie zur maglichen Assoziation
parodontaler Gesundhait und varschiedenan Herzerkrankungen®

Ich, wurde von meinem Arzt wvollstindig dber Wesen,
Bedeutung und Tragweite der klinischen Untersuchung mit dem Titel:

WKlinisch - Experimentalle Studie zur méglichen Aszoziation parodontaler Gesundheait und
verschiedenen Herzerkrankungen®

aufgeklrt.

Mir st bekannt, dass bel dieser Untersuchung personenbezogene Daten,
insbesondere  der medizinische Befund idber mich erhoben, gespeichert und
ausgewertet werden sollen. Die Verwendung der Angaben lber meine Gesundheit
erfolgt nach gesetzlichen Bestimmungen und setzt vor der Teilnahme an der

Klinischen Priifung die folgende freiwillig abgegebene Einwilligungserklarung voraus.

lch hatte ausreichend Zeit, mich zur Teilnahe an dieser Untersuchung zu entscheiden und
waill, dass die Teinahme freiwillig ist.

Mir ist bekannt, dass ich jederzeit und chne Angaben von Grinden diese Zustimmung
widerrufen kann, ohne dass sich dieser Entschluss nachteilig auswirkt.

leh habe eine Kople der Patienteninfermation und dieser Einwilligungserklrung erhalten.

leh erkldre hiermit meine freiwillige Teinahmea an dieser Studie.

Crtund Datum Unterschrift des Teilnehmers

Ortund Datum Unterschrift des Prifarzies

Abbildung 17 Einverstandniserklarung
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Prof. Dr. med. dent. Rainer F. Mausberg, Georg-August-Universitit Géttingen, Zentrum Zahn-,

Mund- und Kieferheilkunde, Abteillung Zahnerhaltung und Praventive Zahnheilkunde und
Parodontologie; Rober-Koch-5Str. 40, 37075 Gottingen, Tel.: 0551/3922877

Pat.-Nr.

Anam

Klinisch - Experimantelle Studis zur maglichen Assoziation
parodontaler Gesundheit und verschiedensn Harzerkrankungen®

Bitte beantworten Sie die folgenden Fragen baw. kreuzen Sie Zutreffendes an.

Datum:

Mehrfachantworten sind méglich. Die gewissenhafte Beantwortung ist eine Veraussetzung flir

den Erfolg der Studie!

. Sind Sie in stdndiger arztlicher Behandlung?

WENN A, WESWETENT et st eeen e ans e e

. Leiden Sie an einer Herzerkrankung? (2.B. A. pectoris, Endokarditis,

Klappeanfehler)

. Missen Sie standig Medikamente einnehmen?

Wenn Ja, welCha? e e

(z.B. zur Blutzuckersenkung, gegen Herzbeschwerden, Bluthochdruck, zur
Hammung der Blutgerinnung; Rhaumamittel, Beruhigungs-'Schlaftablatten)

. Sind Sie zur Zeit in drztlicher Behandlung?

WEnn ja, WESWEGERNT ..ot e e et e

5. Wann sind Sle zum letzten Mal zahndrztlich untersucht

[T R - ]

11.

12.
13

14.

15

Gottingen, den ...

worden? .o

. 8Sind lhre Zihne temperaturempfindlich?

. Blutet Ihr Zahnfleisch?

. Bemerken Sie Stellungsverdnderungen lhrer Zahne?

. Haben Sie manchmal einen schlechten Geschmack im Mund?

. Haben Sie wegen Zahnlockerung bzw. Zahnfleischbeschwerden

schon einmal einen Zahnarzt aufgesucht?
Wenn ja, was wurde gemacht? .

Wurde bei Ihnen bereits eine "Parodontose”-Behandlung durchgefihrt?
Wenn ja, wann? ...

Rauchen Sie oder haben Sie geraucht?
Wie viel Zigaretten) Schachteln pro Tag etwa?

veeeeenne Zigarattens Tag, ......... Schachteln' Tag
Wie ist lhr derzeitiges Gewicht? ... kg
Wie grolk sind Sle? ... m

Abbildung 18 Anamnesebogen

IE]
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[1

[1
[1
[1
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Unterschrift ..o

nein

[1

[1
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7.2 Materiallisten

7.2.1 Molekularbiologische Untersuchung

Chemikalien

Hersteller

Ethanol (100%)

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Ficoll-Lésung: Bicoll

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

PBS-Puffer

Invitrogen, Darmstadt, Deutschland

Tabelle 17 Verwendete Chemikalien fur die molekularbiologischen Untersuchungen

Hilfsmittel

Hersteller

micolDent und microlDent plus

Hain Lifescience GmbH, Nehren,

Deutschland

Genotype IL-1 VER1.0

Hain Lifescience GmbH, Nehren,
Deutschland

HotStarTagPlus (DNA-Polymerase)

Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

Pipette: Multipette plus

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

QlAamp DNA Mini Kit

Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

Sarpette Sarstedt AG, Nimbrecht, Deutschland
Stabpipette Sarstedt AG, Nimbrecht, Deutschland
Zentrifugenréhrchen Sarstedt AG, Numbrecht, Deutschland

Tabelle 18 Verwendete Hilfsmittel fir die molekularbiologischen Untersuchungen

Gerate

Hersteller

MS2-Minishaker

IKA-Werke GmbH, Staufen,
Deutschland

sterile Werkbank: Airclean PCR Workstation

Airclean Systems, Raleigh, USA

TwinCubator

Hain Lifescience GmbH, Nehren,

Deutschland

Zentrifuge: Heraeus Biofuge primo R

Thermo Scientific, Bonn, Deutsch-

land

Zentrifuge: Centrifuge 5415 R

Eppendorf AG, Hamburg, Deutsch-

land

Tabelle 19 Verwendete Geréate fur die molekularbiologischen Untersuchungen
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7.2.2 Proteinchemische Untersuchung

Chemikalien

Hersteller

1. Antikdrper: big42 antibody to human LBP

Biometec GmbH, Greifswald, Deutsch-

land

1-Butanol

Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

2. Antikorper: goat anti mouse HRP

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

Acrylamid (Rotiphorese Gel)

Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Ammoniumperoxidsulfat (APS)

Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Bromphenolblau

Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Dithiothreitol (DTT)

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
(GAPDH)

Hy-Test Ltd., Turku, Finnland

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim,

Glycerol

Deutschland
Mercaptoethanol Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Methanol chem solute

Natriumchlorid (NacCl)

Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Natriumfluorid (NaF)

Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Natriumpyrophosphat

Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Ponceau S

Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Starting Block (TBS) Blocking Buffer

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

Sucrose

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim,

Deutschland

Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Trichloressigsaure (20%)

Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Trishydroxymethylaminomethan (TRIS)

Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Triton X-100

Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Tween20

Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Tabelle 20 Verwendete Chemikalien fur die proteinchemischen Untersuchungen
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Hilfsmittel

Hersteller

BCA-Proteinassay-Kit

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

Eppendorf Tubes (1,5 ml und 2 ml)

Eppendorf AG, Hamburg, Deutsch-
land

Gelloadertips

Eppendorf AG, Hamburg, Deutsch-
land

Glasplatten: Spacer Plate und Short Plate (0,75mm)

Bio-Rad GmbH, Miinchen, Deutsch-
land

Kaleidoscope (Proteingrofienmarker)

Bio-Rad GmbH, Miinchen, Deutsch-

land

Kivette: Uvette

Eppendorf AG, Hamburg, Deutsch-
land

Mini Trans-Blot Cell

Bio-Rad GmbH, Miinchen, Deutsch-

land

Mini-PROTEAN Tetra System

Bio-Rad GmbH, Miinchen, Deutsch-

land

Morser

W. Haldenwanger, Waldkraiburg,
Deutschland

OrthoMedium Curix Screens (Filmkassette)

Agfa GmbH, Dusseldorf, Deutsch-

land

Pistillen

W. Haldenwanger, Waldkraiburg,

Deutschland

Protease Inhibitor Cocktail

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim,

Deutschland

Research Pipette 0,5-10 pl

Eppendorf AG, Hamburg, Deutsch-
land

Research Pipette 10-100 pl

Eppendorf AG, Hamburg, Deutsch-
land

SuperRX Fuji Medical X-Ray Film

Fujifilm GmbH, Dusseldorf, Deutsch-

land

SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

TipOne Filter Tips (Pipettenspitzen)

STARLAB GmbH, Ahrensburg,

Deutschland

Transferpipette S 100-1000 pl

Brand GmbH, Wertheim, Deutsch-
land

Whatman Filterpapier (3mm CHR)

Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
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Hilfsmittel

Hersteller

Whatman PROTRAN Nitrocellulose Transfer Mem-

brane

Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Zentrifugenrohrchen ECO

Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Tabelle 21 Verwendete Hilfsmittel fir die proteinchemischen Untersuchungen

Gerate

Hersteller

Bio Doc Analyze

Biometra GmbH, Géttingen, Deutsch-
land

BioMate5

Thermo Spectronic, Dreieich, Deutsch-
land

Centrifuge 5415 R

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

MS2 Minishaker

IKA GmbH, Staufen, Deutschland

Roéntgenfilm-Entwicklungsmaschine: SRX- 101A

Konica Minolta, Langenhagen,

Deutschland

Polymax 1040 (Plattformschdttler)

Heidolph Instruments GmbH, Schwab-

ach, Deutschland

Standard Power Pack P25

Biometra GmbH, Géttingen, Deutsch-
land

ThermoStat plus

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Tabelle 22 Verwendete Geréte fur die proteinchemischen Untersuchungen

Software

Hersteller

BioDocAnalyze BDA U-205 Ser.Nr.660748627-0

Biometra GmbH, Géttingen, Deutsch-
land

VISIONIite Quant Version 1.0

Thermo Spectronic, Dreieich, Deutsch-

land

Tabelle 23 Verwendete Software fir die proteinchemischen Untersuchungen
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7.2.3 ELISA

Chemikalien

Hersteller

big42 antibody to human LBP

Biometec GmbH, Greifswald,

Deutschland

Tween20

Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Natriumchlorid (NacCl)

Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

proBNP 1l

Roche Diagnostics, Mannheim,
Deutschland

Tabelle 24 Verwendete Chemikalien fiir den ELISA-Test

Gerate

Hersteller

Elecsys 2010

Roche Diagnostics, Mannheim,
Deutschland

Tabelle 25 Verwendete Geréate fir den ELISA-Test

7.2.4 Histologie

Chemikalien

Hersteller

AK Diluent S2022

DakoCytomation, Hamburg, Deutsch-

land

Aqua Bidest

Apotheke, Universitatsmedizin

Gottingen
Chloralhydrat Merck, Darmstadt, Deutschland
Apotheke, Universitatsmedizin
Chloroform

Gottingen

Chromogen DAB K3468

DakoCytomation, Hamburg, Deutsch-

land

Dako Pen S200230-2

DakoCytomation, Hamburg, Deutsch-

land

Eisessig

Merck, Darmstadt, Deutschland

Entellan 1.07961.0100

Merck, Darmstadt, Deutschland

Envison

DakoCytomation, Hamburg, Deutsch-

land

Eosin

Merck, Darmstadt, Deutschland

Ethanol 99% (vergallt 1%) in verschiedenen Kon-

zentrationen

Apotheke, Universitatsmedizin

Gottingen

Flussiger Stickstoff

Apotheke, Universitatsmedizin

75




Chemikalien

Hersteller

Gottingen

Formalin Solution 10% Neutral buffered

Sigma Diagnostics, Saint Quentin

Fallavier Cedex, Frankreich

Formalin Solution 10% Neutral buffered

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Hamalaun

IApotheke, Universitatsmedizin

Gottingen

Hamatoxylin krist.

Merck, Darmstadt, Deutschland

Kalialaun

Merck, Darmstadt, Deutschland

Na-Jodat

Merck, Darmstadt, Deutschland

NaCl 1367.1000

Th. Geyer GmbH&Co Kg., Renningen,
Deutschland

Paraplast Plus (65°C)

Sherwood Medical Co., Norfolk, Ne-
braska, USA

Primar- AK CD14 NCL-CD14-223

Leica Biosystems, Newcastle Upon
Tyne, UK

Primar- AK CD68 M0876

DakoCytomation, Hamburg, Deutsch-

land

Sekundar- AK Mouse- anti- Rabbit M0633

DakoCytomation, Hamburg, Deutsch-

land

Sekundar- AK Rabbit- anti- Mouse P0260

DakoCytomation, Hamburg, Deutsch-

land

Target Retrieval Solution pH 6 fur CD14 und biG42
(Citrat pH6)

DakoCytomation, Hamburg, Deutsch-

land

Target Retrieval Solution pH 9 fur CD68 (Citrat pH9)

DakoCytomation, Hamburg, Deutsch-

land

Target Retrieval Solution pH 9 S3307

DakoCytomation, Hamburg, Deutsch-

land

Tris AE15.2

Roth, Karlsruhe, Deutschland

\Wasserstoffperoxid 3%ig, Dako REAL, Pe- roxi-
dase-Blocking Solution S2023

DakoCytomation, Hamburg, Deutsch-

land

Xylol

IApotheke, Universitatsmedizin

Gottingen

Zitronensaure

Merck, Darmstadt, Deutschland

Tabelle 26 Verwendete Chemikalien fir die histologischen Untersuchungen
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Gerate

Hersteller

Ausgiel3station

Leica Camera AG, Solms, Deutschland

Cup, graduated conical test tubes, PP 30x115, 50ml

Schuett24, Gottingen, Deutschland

Deckglas 24x24 mm

Menzel Glaser, Braunschweig,
Deutschland

Einbettautomat TP 1020

Leica Camera AG, Solms, Deutschland

Kamera C-4040

Olympus, Hamburg, Deutschland

Klinge Mikrotome Blades S 35

Feather, Osaka, Japan

Kuhlplatte KUNZ CP-4

Leica Camera AG, Solms, Deutschland

Kihlschrank

Bosch, Stuttgart, Deutschland

Magnete

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Magnetmischer, MR 3002C

Heidolgh, Schwabach, Deutschland

Mikroskop BH 2

Olympus, Hamburg, Deutschland

Mikroskop MBL 2000

Kriss Optronic, Hamburg, Deutschland

MS2 Minishaker

IKA, Staufen, Deutschland

pH-Messgerat, inoLab

WTW, Weilheim, Deutschland

Pipette 100 3130

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Pipette Reference 2500

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Pipette Research 0,5-10 pl, 4745572

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Pipette Research 10-100 pl, 3619472

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Pipette Research 100- 1000 pl, 4786522

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Pipettenspitzen

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Schlittenmikrotom SM 2000 R

Leica Camera AG, Solms, Deutschland

Silanisierte Objekttrager Microskope Slides Super-
frost Excellence

Erie Scientific Company, Portsmouth,

New Hampshire, USA

Universal- Einbettkassetten

R.Langenbrinck, Emmendingen,

Deutsch- land

Waage, BL1505

Sartorius, Goéttingen, Deutschland

Tabelle 27 Verwendete Geréte fur die histologischen Untersuchungen
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